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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo detectar regiones oncogénicas E6 y E7 de Virus del Papiloma Humano mediante
PCR en pacientes Papanicolaou negativo del Instituto Regional de Enfermedades Neoplasicas de La Libertad. Se seleccionaron 20
muestras Papanicolaou negativo y se procedio a extraccion de ADN utilizando el kit “High Pure PCR Template Preparation Kit” de
Roche. La amplificacion de genes L1 y L2 se realizé utilizando el set de primers genéricos MY09/11 y GP5+/6+, seguido la
amplificacion de oncogenes E6 y E7 utilizando primers especificos para genotipos de alto riesgo (VPH 16, 18, 31, 33 y 52) y bajo
riesgo (VPH 6/11). Se obtuvo como resultado que el 75 % de pacientes presentaron oncogenes E6 y E7 de VHP 16, el 15 % de
VPH 52, el 10 % de VPH 18, el 5 % VPH 33, 0 % de VPH 31 y el 20 % de VPH 6/11. También se observd que un 50 %
presentaron infecciones simples por VPH 16 y 20 % por VPH 6/11, mientras que un 25 % presentaron infecciones multiples por
VPH 16, 18, 33 y 52. Se concluy6 que se detectd regiones oncogénicas E6 y E7 de VPH 16, 18, 33, 52 y 6/11 mediante PCR en
pacientes Papanicolaou negativo, con alta incidencia de oncogenes de VPH 16, y en menor grado VPH 6/11, 18, 33,y 52.
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ABSTRACT
This study aimed to detect oncogenic regions E6 and E7 of Human papillomavirus by PCR in patients with negative Pap diagnosis
of the “Instituto Regional de Enfermedades Neoplasicas” of La Libertad. 20 negative Pap samples were selected and DNA
extraction was performed using "High Pure PCR Template Preparation Kit" of Roche. L1 and L2 genes amplification was
performed using the generic primers sets MY09/11 and GP5+/6+, followed by E6 and E7 oncogenes amplification using specific
primers for high risk genotypes (HPV 16, 18, 31, 33 and 52) and low risk (HPV 6/11). The result was that 75 % of patients had E6
and E7 oncogenes of HPV 16, 15 % of HPV 52, 10 % of HPV 18, 5 % of HPV 33, 0 % of HPV 31 and 20 % of HPV 6/11.
Furthermore, it was observed that 50 % had HPV simple infections HPV 16 and 20 % of HPV 6/11, while 25 % had multiple
infections by HPV 16, 18, 33 and 52. We concluded that the oncogenic regions E6 and E7 of HPV 6/11, 16, 18, 33 and 52 were
detected by PCR in patients with negative Pap diagnosis, showing high incidence of oncogenes of HPV 16 and lesser extent HPV
6/11, 18, 33 and 52.
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INTRODUCCION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el
cancer cervicouterino (CaCu) es la segunda causa de
mortalidad en mujeres a nivel mundial." Durante los
ultimos 40 afos en Canadé, Estados Unidos y otros
paises econdmicamente consolidados la incidencia de
CaCu se presenta con tasas significativamente bajas,
inferiores a 10 casos por cada 100000 mujeres. Sin
embargo, en la mayoria de los paises de América
Latina y el Caribe, las tasas anuales se mantienen
altas, generalmente por arriba de 20 casos por cada
100000 mujeres. En el afio 2012 se presentaron
527624 casos de esta patologia, y fue el responsable
de 265653 muertes en el mundo.” De estos casos mas
del 85 % ocurren en paises en desarrollo, donde el 94
% afecta a mujeres con una mortalidad cercana al 50
%.> La prevalencia de infeccion por el Virus del
Papiloma Humano (VPH) alrededor del mundo en
mujeres va de un 2 % a un 44 %, siendo mas alta entre
mujeres jovenes, disminuyendo las cifras conforme la
edad aumenta.*’

La Agencia Internacional para la Investigacion del
Cancer (IARC) en el afio 2012 reportaron que en el
Perti se presentaron 4636, casos provocando 1715
muertes, estimdndose una tasa de incidencia y
mortalidad de 32.66 y 11.99 respectivamente, asi
mismo con una tasa de prevalencia de 144.78 por
100000 mujeres.” La incidencia de infeccion con tipos
virales oncogénicos, parece ser mas alta que aquella
con tipos virales no oncogénicos, dado que es
originado, entre otros factores, por algunos genotipos
oncogénicos de VPH, los cuales se encuentran en casi
todos los casos, motivo por el cual se le ha
considerado como una “causa necesaria”.’

En la actualidad los papilomavirus estan agrupados en
familias diferentes: los Polyomaviridae 'y los
Papillomaviridae. Dentro de la familia
Papillomaviridae se ha establecido la existencia de 18
géneros. Los papilomavirus humanos se encuentran
ubicados en los géneros Alfa-papillomavirus, Beta-
papillomavirus, Gama-papillomavirus, Mu-
*  Los

papilomavirus que infectan otras especies estan

papillomavirus y  Nu-papillomavirus.”

contenidos en los otros géneros. Dentro de los géneros
establecidos en los Alfa-papillomavirus se determiné
la existencia de 15 especies distintas, en las cuales la
especie 7 comprende el VPH 18 y tipos relacionados
gendmicamente como el VPH 39, 45, 59, 68, 70. En la
especie 9 se encuentra el VPH 16 y tipos relacionados

como VPH 31, 33, 35, 52, 58, 67. La especie 10
contiene el VPH 6 y tipos relacionados como VPH 11,
13, 44 y 74, siendo los tipos virales contenidos en esta
especie aislados en lesiones benignas.®

Los estudios realizados en VPH revelan que el
genoma esta constituido por 7200-8000 pb, con un
tamafio de 45-55 nm de didmetro y una capside
icosaedrica compuesta por 72 capsomeros que rodean
al genoma.” El genoma se divide en tres regiones: una
region temprana E (Early) la cual codifica para las
proteinas virales (E1, E2, E4, ES, E6 y E7), necesarias
para la replicacion del DNA viral, la regulacion de la
trascripcion y la transformacion e inmortalizacion
celular, una region Tardia L (Late), que codifica para
proteinas estructurales de la capside (L1 y L2), y una
region reguladora conocida como region larga de
control LCR (Long Control Regién), que contiene la
secuencia de ADN que permiten el control de la
replicacién y de la expresion del genoma viral.'’

Los fenomenos moleculares que hacen que una lesion
productiva progrese a neoplasia y finalmente a cancer,
parece que estan relacionados con cambios en la
expresion de los genes virales, en particular, con un
aumento de la expresion de E6 y E7. El desarrollo de
cancer cervical, requiere ademas una desregulacion
continua de estos oncogenes virales, que se vera
facilitada por la integracién del ADN del VPH en el
cromosoma de la célula hospedadora."

Se considera que el proceso de integracion del genoma
del VPH al genoma de la célula hospedera es el evento
fundamental en la progresion a cancer debido a las
oncoproteinas E6 y E7 por la pérdida de E2, proteina
implicada en su regulacion.” Las evidencias que
soportan el papel causal de estos oncogenes en el
desarrollo de tumores son las siguientes: los
oncogenes E6 y E7 se expresan en forma constante en
células cancerosas; los mecanismos que regulan la
expresion de E6 y E7 estan ausentes en las células
cancerosas, el bloqueo de la funciéon de los genes E6 y
E7 lleva a la re-version del fenotipo maligno de las
células cancerosas, y estas oncoproteinas se unen e
interactuan respectivamente con las proteinas celulares
pS3 y pRb que son proteinas reguladoras del ciclo
celular.” Los VPH de bajo riesgo aunque estimulan la
proliferacion celular, son aparentemente incapaces de
inducir mutaciones, y la progresion tumoral
dependeria mas de factores externos no bien

conocidos. La conversion maligna con estos tipos de
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VPH es rara y cuando ocurre se producen carcinomas
verrugosos, localmente invasivos, pero sin potencial
metastasico.'*

El gen E6 es uno de los primeros que se expresan
durante el ciclo viral, y codifica la oncoproteina E6, la
cual estd compuesta de 150 aminoacidos con dos
dominios de dedos de zinc altamente conservados,
caracterizados por la presencia del motivo Cys-X-X-
Cys, cuya integridad es esencial para su funcion y se
encuentra distribuida tanto en el citoplasma como en

, 15,16
el nucleo. "

Esta tiene la capacidad de unirse a un sin
numero de blancos celulares en la que le permite
bloquear la apoptosis, regular la transcripcion viral,
abatir la diferenciacion celular y las interacciones
célula-célula, e incrementar la inestabilidad
cromosomica. " Estudios al respecto reportan que los
tumores inducidos por estos virus son debidos en
buena parte al hecho que la oncoproteina E6 interactiua
dentro de la célula con la proteina supresora de
tumores P53 al mismo tiempo que lo hace con E6AP.
La formaciéon del complejo ternario P53-E6-E6AP
permite que P53 sea ubiquitinada por E6AP, lo cual
induce la degradacion de aquélla en el proteosoma y

facilita el desarrollo tumoral."”

! La oncoproteina E6
al unirse a pS3 también puede producir su retencion en
el citoplasma, bloqueando su translocacion hacia el
nucleo, por tanto inhibiendo su funcidn, independiente
del proceso de degradacion.”

El gen E7 codifica la oncoproteina E7 que es un
polipéptido de aproximadamente 100 aminoacidos y
presenta tres dominios; CR1 donde se encuentra en el
extremo amino terminal, CR2 el cual contiene un
motivo LXCXE donde se une la proteina pRb y CR3
por medio del cual forma dimeros via a un motivo de
dedos de zinc.” Esta oncoproteina es capaz de unirse a
multiples blancos celulares y virales. Si bien el blanco
principal de E7 es Rb, la lista de blancos celulares
alternativos es muy extensa desconociéndose en
muchos casos la consecuencia funcional de dichas
interacciones. No existe hasta el momento consenso
sobre cudl o cudles de los blancos celulares con los
que E7 interactiia. Sin embargo, el nimero de blancos
es asombrosamente grande, por otro lado, ninguna de
las interacciones puede explicar por si sola el fenotipo

24, 25
La

celular que produce la transformacion con E7.
proteina retinoblastoma (pRb), es un miembro de la
familia de “proteinas de bolsillo” que incluye a p107 y
p130. Estas proteinas contienen regiones homologas

para su uniéon a E7 del VPH. La proteina supresora de
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tumores pRb, es el principal regulador negativo del
ciclo celular en la transicion de la fase G1 a S. Al final
de la fase M, es defosforilada por una fosfatasa
especifica. En este estado de hipofosforilacion, la
proteina se encuentra activa y se evita la progresion a
la fase S del ciclo celular. En el estado
hiperfosforilado de pRB puede establecer un complejo
con la oncoproteina E7 e inducir a su degradacion. La
activacion de pRb induce a la accioén constitutiva del
factor de transcripcion E2F, el cual induce a la
activacion de genes involucrados en la sintesis de
ADN.*

En cuanto a la deteccion molecular y la tipificacion de
VPH, dos métodos de PCR convencional son
relevantes para la deteccion del ADN: la PCR tipo
especifico y la PCR general o de amplio espectro.”” El
método de PCR general mas usada es el que amplifica
el gen L1 que codifica proteinas estructurales para ello
se ha utiliza los cebadores MY09/MY11, pero tienen
en contra el gran tamafio del fragmento diana (450-
500 pb) lo que disminuye la sensibilidad, otros
cebadores conocidos con un tamafio de 150-170 pb
son GP5+/GP6+ con una mayor sensibilidad, la
desventaja en general de este sistema de PCR es que el
ORF (Open Reading Frame) del gen que se usa como
blanco puede perderse cuando el virus se integra en el
genoma de la célula hospedera (lo que sucede con
frecuencia en los tipos oncogénicos), por lo que se
desarrollaron sistemas de PCR tipo especifica; que
utilizan oligonucle6tidos para los genes E6 y E7, los
cuales se mantienen intactos durante la integracion
viral, del mismo modo, estos genes admiten el empleo
de otras variantes de PCR como el PCR tiempo real,
que permite determinar carga viral.”***

Por la importancia expuesta de tales genes
transformantes responsables de la expresion de
oncoproteinas que estan directamente relacionadas a la
progresion de cancer invasivo, la  presente
investigacion tuvo como objetivo principal, detectar
las regiones oncogénicas E6 y E7 de Virus del
Papiloma Humano mediante PCR en pacientes
Papanicolaou negativo del Instituto Regional de
Enfermedades Neoplasicas de La Libertad. Asi
mismo, como objetivos secundarios, determinar el
grado de incidencia tipificando oncogenes de alto y
bajo riesgo, asi como también, evaluar el tipo de
infeccion que presenta cada paciente a causa de la

presencia simultanea de ciertos genotipos de VPH.
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MATERIAL Y METODOS

POBLACION Y MUESTRA
1.1. Poblacion de estudio
Se estudiaron aquellas pacientes que acudieron a la
consulta de patologia cervical en el Instituto
Regional de Enfermedades Neoplasicas “IREN” de
La Libertad, de
epidemiolégicos realizados en Trujillo en el afio

acuerdo a los reportes
2013, se reportaron que 921 pacientes fueron

diagnosticadas Pap negativo. Segin los datos
estimados por el IREN utilizando la técnica de
Papanicolaou en diagnodsticos de VPH se estimd que
en una poblacion aproximadamente el 65 % de
pacientes no presentan esta patologia, y el error de
diagnostico de este tipo de analisis de dar resultados
falsos es el 20.5 %. El nimero de pacientes (n=20)
se determiné de acuerdo a la formula estadistica para
variables cualitativas teniendo en cuenta la presencia

y ausencia de tal enfermedad.
T2*Nx*xPx*Q
TE2(N-1)+T2%PxQ
n

1.96% * 921  0.65 * 0.35

= 0.2052(921 — 1) + 1.962 * 0.65 = 0.35
n~= 20

T(glOO;a:O,OS): 1.96

N: Poblacion diagnostico Pap negativo
P: % muestras sin VPH

Q: 1-P

E: Error

1.2. Recopilacion de datos

En esta investigacion fue necesario aplicar
previamente un documento de consentimiento
informado aprobado por el comité de ética en
investigacion del IREN, en el cual se especifica las
estipulaciones para que cada paciente otorgue la
autorizacion y procesar la muestra en la etapa de
ejecucion. La recopilacion de datos se llevd a cabo
en entrevistas orientadas a recabar informacion
personal mediante una ficha de datos: fecha de toma
de muestra, datos de identificaciéon del paciente,

nimero de gestaciones, numero de parejas sexuales,

ITS diagnosticadas, modo de proteccion
anticonceptiva, edad de inicio de relaciones
sexuales, aspecto del cuello uterino, y otras

observaciones realizadas por el ginecélogo.
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1.3. Toma de muestra
Las muestras fueron tomadas por el ginecologo
encargado del IREN, y se realiz6 en el Centro de
Prevencion y Deteccion del Cancer siguiendo el
protocolo adecuado con el fin de no atentar contra la
salud de la paciente. Obtenida la muestra se coloco
en un tubo coénico de 15 ml contenido 10 ml del
medio tampon Fosfato Salino (PBS: 8 g de CINa, 0.2
g de CIK, 02 g de POKH, y 144 g de
PO,HNa,2H,0 a pH 7.3) para luego ser conservadas
a-10°C.
1.4. Papanicolaou (Pap)
Fueron seleccionadas 20 muestras cuyos resultados
fueron negativos después de haber sido procesados
mediante la técnica convencional de Papanicolaou, y
leidos en el Centro de Prevencion y Deteccion del
Cancer del IREN se consideraron criterios de
inclusion: pacientes con SIS, muestras tomadas en
campaiias en el afio 2014, pacientes con resultados
Pap negativo, pacientes entre 38-62 afios de edad y
criterios de exclusion: muestras conservadas en afios
anteriores, pacientes con cancer cervicouterino,
pacientes en gestacion, resultados Pap positivo,
pacientes con vacunas contra VPH.
PROCESAMIENTO DE MUESTRAS
2.1. Extraccion de ADN
La extraccion de ADN se realizd en el laboratorio de
investigacion y diagnostico GEN-MOL de Trujillo.
Para esto se utilizo el kit “High Pure PCR Template
Preparation Kit” de Roche. Por lo cual se descongel6
las muestras conservadas a -10 °C, se centrifugd por
5 min a 4000 rpm, después se descartd el
sobrenadante hasta quedar aproximadamente 0,5 ml
de PBS (inmerso el pellet). Se marcaron microtubos
de 1.5 ml por muestra de cada paciente y en estos
agregd 0.5 ml de PBS, se centrifugd por 3 min a
6000 rpm, se descart6 el sobrenadante hasta quedar
solo el pellet de células. Luego se agregd 200 pl de
lysis buffer y 40 ul de proteinase K para incubacion
por 30 min a 55 °C. Se extrajo los microtubos y se
agregd 200 ul de binding buffer para después ser
incubado por 15 min a 70 °C. Se extrajo los
microtubos y después se agregd6 300 pl de
isopropanol y se homogeniz6é la muestra. Esto se
trasladé a tubo de filtro dentro de una columna y se
centrifugd por 5 min a 6000 rpm. Se desecho el flujo
atravesado y dentro de una nueva columna se agregd
500 pl de inhibitor removal buffer, se centrifugd por
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5 minutos a 6000 rpm, se desechd el flujo atravesado
y la columna. Se introdujo el tubo de filtro en una
nueva columna y se agregd 500 ul de wash buffer, se
centrifugd por 3 min a 6000 rpm, desechando el
flujo colectado y la columna (se repitid esto 2
veces). Se introdujo el tubo de filtro en un microtubo
de 1.5 ml y se agregd6 100 pl de elution buffer, se
dejo reposar por 15 min, se centrifugd por 2 min a
10000 rpm. Posterior a esto se agregd 50 pl de
elution buffer, se dejé reposar por 5 min, y se
centrifugd a 2 min por 10000 rpm. Finalmente se
trasladd el ADN obtenido a un microtubo de 600 pl
y se refrigerd a 4 °C.

2.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Obtenido el ADN en microtubos de 600 pl se
procedido a amplificar las regiones que codifican
proteinas de la capside (L1 y L2) para deteccion
VPH (PGM),
selectiva para detectar

inespecifica de después una

amplificacion regiones
oncogénicas E6 y E7 y tipificar a los genotipos de
HR-VPH (VPH 16, 18, 31, 33 y 52) y LR-VPH
(VPH 6/11). Para la amplificacion se utilizd primers
disefiados para cada genotipo de VPH (Tabla 1). Se
utilizaron microtubos de 250 pl en estos se agregod
23.0 pl del PRE-MIX de reaccion (Tabla 2) y 3.0 pl
del ADN (26.0 pl por reaccion), simultineamente se
preparé un control positivo y negativo para cada
genotipo. Se programo 30 ciclos en un termociclador
modelo Applied Biosystems 2720, siguiendo las
fases de amplificacion; etapa inicial de
desnaturalizacion (T°1; 94 °C por 3 min), etapa de

desnaturalizacion (T°2; 94 °C por 45 s), ctapa de
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hibridacion (T°3; 40-58 °C por 45-120 s), etapa de
elongacion (T°4; 72 °C por 45-60 s), y etapa de
elongacion final (T°5; 72 °C por 3 min).

2.3. Electroforesis y tincion con nitrato de plata
Se prepar6 gel de poliacrilamida al 4 % (12 ml de
agua destilada, 4 ml de TBE 5 X, 4 ml de solucién
acrilamida-bisacrilamida (20:1), 25 pl de N,N,N',N'-
Tetrametiletilenediamina (TEMED) y 250 ul de
persulfato de amonio (APS) al 10 %), se implementd
la camara de electroforesis agregando TBE 1X.
Después de la amplificacién en cada microtubo se
agregd 2.0 pl de buffer de carga (azul de
bromofenol), se mezcld y deposito 28.0 pl de
muestra en cada pozo. Se analizaron 12 muestras por
cada corrido electroforético, se corrio
simultdneamente en el mismo gel un patron de
corrido, ademas, de un control negativo, positivo y
1.5 pl de marcador de peso molecular de 100 pb y 1
kb, luego se sometié a una carga de 92 volt por 55
min. Se extrajo el gel, se depositdé en 100 ml de
solucién fijadora por 2 min, luego por 10 min en la
solucion de tincion (0.3 g de AgNO,, 50 ml del
fijador y 300 de agua destilada) se lavo 3 veces con
agua destilada, se agregé 100 ml de solucion de
revelado (15 g de NaOH, 2.5 ml de formaldehido y
500 ml de agua destilada) por 20 min y se descarto,
finalmente se agregd 100 ml de la solucién fijadora
recuperada para neutralizarla reaccion, seguido se
llevd a visualizacion en un trasluminador de luz
blanca obteniendo los perfiles electroforéticos como

resultado.



Tabla 1. Set de primers genéricos para amplificacién de L1 y L2 y especificos para amplificacion de regiones oncogénicas E6 y E7.

. . Amplicon
Genotipos Primers
(pb)
PGM MYO09; 5°-CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC-3’ 450-500
MY11; 5°-GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG-3
GP5+; 5°-TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC-3° 150
GP6+; 5°-GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C-3’
VPH 16 Prl; 5°-ATC ATC AAG AAC ACG TAG AG-3’ 100
Pr2; 5°-GAT CAG TTG TCT CTG GTT GCA AAT-3’
VPH 18 Prl; 5°- GAT TTC ACA ACA TAG CTG GG-3’ 127
Pr2; 5°- TGC CTT AGG TCC ATG CAT AC-3’
VPH 31 Prl; 5’-GAA ATT GCA TGA ACT AAG CTC G-3’ 263
Pr2; 5’>-CAC ATA TAC CTT TGT TTG TCA A-3’
VPH 33 Prl; 5°-ACT ATA CAC AAC ATT GAA CTA-3’ 398
Pr2; 5°-GTT TTT ACA CGT CAC AGT GCA-3’
VPH 52 Prl; 5°-TAA GGC TGC AGT GTG TGC AG-3’ 229
Pr2; 5°-CTA ATA GTT ATT TCA CTT AAT GGT-3’
VPH 6/11 Prl; 5°-TGC AAG AAT GCA CTG ACC AC-3’ 334
Pr2; 5’-TGC ATG TTG TCC AGC AGT GT-3’
Tabla 2. PRE-MIX de amplificacion (23.0 pl) para VPH.
REACTANTES [Stock] Zﬁ; [final |
H,0 mQ estéril 12.5-15.5
Tampon de Reaccion 10X 2.5-5.5 1-4X
MgCl, 25 mM 1.8-3.8 2.0-4.1 mM
dNTPs 2.5 mM 2.0 217.4 uM
Primers (F+R) 25 uM 1.0 1 uM
Taq Polimerasa 5 U/l 0.2 1U
RESULTADOS

Se analizaron 20 muestras cuyos resultados fueron
negativos aplicando la técnica convencional de
Papanicolaou, aparentemente estos pacientes con un
rango de 38 a 62 afios de edad son sanos, y las
observaciones realizadas por el especialista en
ginecologia oncolégica reportd que en todos los casos
evaluados presentan el cuello uterino con aspecto
anatomico normal, solo un caso se reportd cuello
uterino congestivo (caso 2). Como resultado se
muestran los perfiles electroforéticos que evidencian
el amplicon como un producto de la amplificacion de
las regiones oncogénicas.
VPH

Asi mismo, para la

deteccion inespecifico  mediante la
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amplificacion de genes que codifican proteinas
estructurales (L1 y L2). Se utilizd los primers
genéricos MY09-MY11 cuyo amplicon es de 450-
500 pb encontrandose que en el 95 % de muestras
presentan algun genotipo de VPH (Fig. 1). También
se utilizé los cebadores GP5+-GP6+ cuyo amplicon
de 150 pb confirmo la presencia de VPH inespecifico
en 4 muestras seleccionadas (Fig. 2).

En las muestras evaluadas para deteccion de regiones
oncogénicas E6 y E7 de VPH de alto riesgo, se
mostraron una alta frecuencia en cuanto a deteccion
de oncogenes de VPH 16 encontrandose en los

perfiles electroforéticos 15 de los 20 casos (75 %).



(Fig. 3 y 4). En cuanto a la deteccion de oncogenes de
VPH 18 se mostraron 2 de 20 casos (10 %) lo que
revela una frecuencia relativamente baja de tales
oncogenes (Fig. 4). Ademas, se encontraron
oncogenes de VPH 33 en 1 de 20 casos (5 %) (Fig.
5). Se encontraron oncogenes de VPH 52 en 3 de 20
casos (15 %) (Fig. 6), y para VPH 31 no se detectaron
oncogenes en los casos evaluados.

La frecuencia de oncogenes E6 y E7 de VPH 6 y 11
es moderada y se considerdé la misma dado que los
sitios de reconocimiento del genoma para los primers

450-500 pp

il

01 02 03 CP 04 0506 07 08 09 1011 12

son similares para ambos genotipos, y en el perfil
electroforético se detectaron en 4 de los 20 casos
evaluados (20 %) (Fig. 7).

Analizando evaluadas se

todas las pacientes

determiné que el 70 % presenta una infeccion simple;

50 % de pacientes presentan oncogenes E6 y E7 de
VPH 16, y el 20 % de VPH 6/11. Asi mismo, el 25 %
presentaron infecciones multiples: el 10 % de VPH
16 y 18, el 10 % de VPH 16 y 52 y el 5 % de VPH
16, 33 y 52 (Tabla 3).

Fig. 1. Deteccion de VPH mediante PCR con primers MY09-MY11. 01-20: Muestras de estudio, C-: Control
negativo, C+: Control positivo, M; Marcador de peso molecular (100 pb), CP: Patron de corrido (150 pb).

C+ 01 03

04

06 C- M

500 pb
400 pb
300 pb

200 pb
0 pb
100 pb

Fig. 2. Deteccion de VPH mediante PCR con iniciadores GP5+-GP6+. 01-06: Muestras de estudio, C-: Control
negativo, C+: Control positivo, M: Marcador de peso molecular (100 pb).
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01 02 03 05 08 10 11 12 13 14 C+ M C-

Fig. 3. Deteccion de oncogenes E6 y E7 de VPH 16 (100 pb) mediante PCR. 01-14: Muestras de estudio, C-: Control
negativo, C+: Control positivo, M: Marcador de peso molecular (100 pb).

Fig. 4. Deteccion de oncogenes E6 y E7 de VPH 16 (100 pb) y VPH 18 (127 pb) mediante PCR. 04-15: Muestras de

estudio, 16 y 18: Genotipos de VPH, C-: Control negativo, C+: Control positivo, M: Marcador de peso molecular
(100 pb).

01 02 03 04 05 06 07 08 09 M 10 11 12 C

Fig. 5. Deteccion de oncogenes E6 y E7 de VPH 33 (398 pb) mediante PCR. 01-12: Muestras de estudio, C-: Control
negativo, M: Marcador de peso molecular (100 pb).
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Fig. 6. Deteccion de oncogenes E6 y E7 de VPH 52 (229 pb) mediante PCR. 04-12: Muestras de estudio, C-: Control
negativo, CP: Patrén de corrido (150 pb), M: Marcador de peso molecular (100 pb).

Fig. 7. Deteccion de oncogenes E6 y E7 de PVH 6/11 (334 pb) mediante PCR. 16-20: Muestras de estudio, M:
Marcador de peso molecular (1 kb).
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Tabla 3. Relacion de casos encontrados con infecciones simples y multiples de VPH.

Oncogenes (E6 y E7) de genotipos encontrados

casos Infecciones simples Infecciones multiples
LR-VPH HR-VPH LR-VPH HR-VPH

1 16
2 16
3 16
4 16, 33, 52
5 16
6 16, 18
7 16, 52
8 16
9 16, 18
10 16
11 16
12 16, 52
13 16
14 16
15 16
16 - - - -
17 6/11
18 6/11
19 6/11
20 6/11
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DISCUSION

A nivel mundial el cancer de cuello uterino se ha
estudiado que en el 99 % de los casos tratados esta
implicado algiin genotipo de VPH. Por tanto, se ha
seleccionado genotipos que en investigaciones
anteriores registran mayor incidencia de grupos de
alto riesgo (VPH 16, 18, 31, 33, 52) asi como
también grupos de bajo riesgo cuyos genotipos (VPH
6 y 11) son los mas frecuentes por causar verrugas
genitales o cambios leves en el cuello uterino.”” "

La determinacion de frecuencia de oncogenes de
VPH est4d basado en la deteccion de ADN viral en
regiones altamente conservadas como parte del
genoma. Los sets de primers MY09/11 y GP5+/6+
han sido considerados en esta investigacion para
desarrollar la deteccion inespecifica de VPH, dado
que la sensibilidad usando ambos sistemas de primers
es del 94 %

indispensable en la deteccion.” Sin embargo, la

lo cual hace una herramienta
deteccion superficial de VPH no determinan el grado
de neoplasia cervical que podria causar un genotipo
viral.

Hasta el momento en nuestra region no existen
reportes previos a esta investigacion; por ello es de
suma importancia y necesidad desarrollar un nuevo
enfoque totalmente basado en PCR para la deteccion
sensible y especifica de los genotipos de VPH. La
deteccion mediante PCR de VPH presenta una
sensibilidad aproximada del 90 %, con un intervalo
mas compacto (84.9-100 %) y no varia con la edad.
Mientras que en los analisis citologicos la
especificidad se incrementa con la edad y resulta mas
baja.”” Por lo tanto, en base a la PCR se implementd
sets de primers que amplifiquen en las secuencias de
los oncogenes E6 y E7, estos primers que se hibridan
en regiones altamente especificas dentro de estos
oncogenes han demostrado una alta especificidad
para amplificar el ADN de todos los genotipos de alto
riesgo y algunos de los mas prevalentes de bajo
riesgo. Ademas, los alineamientos de secuencia con
las correspondientes regiones a E6 y E7 son de un
amplio espectro, por tanto, estos primers también
serian capaces de amplificar el ADN de infecciones
de VPH infectando el epitelio de otros 6rganos con
una eficiencia comparable.™

Un enfoque similar se ha descrito recientemente por
iniciadores LCR-E7 se
encuentran en regiones especificas cercanas a las
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contempladas por los cebadores utilizados en nuestro
estudio. Para permitir la tipificacion exacta, no solo
en una infeccion simple, sino también en multiples
infecciones por VPH.

En las pacientes evaluadas se encontraron una alta
frecuencia de oncogenes de VPH 16 (75 %).
Resultados que coinciden con las investigaciones
realizadas por Koutsky et al.”> quienes estimaron que
mas del 52 % de casos se le atribuye una infeccion
por VPH de alto riesgo especificamente del tipo 16
provocando un grado de displasia del tipo 2 y 3 en las
observaciones realizadas. Melo et al.* reportaron que
el 81.6 % de casos evaluados mediante la Reaccion
de Polimerasa en Cadena anidada dirigida al gen L1
(RPCL1) presentaron VPH 16
frecuente de 44 biopsias de adenocarcinoma cervical
(ACCQ).

En cuanto VPH 18 se obtuvo una baja frecuencia

siendo el mas

oncogénica del 10 % resultados analogos con los que
obtuvieron Zehbe et al.” encontrandose que solo el
13.4 % de pacientes con diagnosticos histologicos
con carcinoma escamoso y adenocarcinoma
presentaron VPH 18. En todo el mundo la frecuencia
de VPH 16 y 18 son relativamente diferentes de
acuerdo a las variaciones geograficas el cual juega un
papel importante en el predominio de un genotipo
sobre el otro, por ejemplo, en una poblacion de
mujeres finlandesas se reportd que la frecuencia de
VPH 18 fue de 56 % maés alta que la de VPH 16 con
un 17 %.” Similar a los resultados obtenidos por
Anderson et al.” quienes encontraron que el genotipo
mas predominante es el VPH 18 con una frecuencia
de 52 % y para VPH 16 con 35 %, evaluados en
biopsias de ACC de mujeres suecas, siendo la
presencia de VPH significativamente mas frecuente
en mujeres menores de 40 afios.

La incidencia de VPH 31 33 y 52 son bajas menos del
10 % comparables a una investigacion publicada por
Weimin et al."’ quienes determinaron la presencia de
VPH en
obteniendo como resultado 11.1 % para VPH 31, el
3,6 % para VPH 33 y el 3,6 % para VPH 52. Sin

embargo, en esta investigacion se obtuvo un 15 % de

muestras de lavado cervicovaginal

VPH 52, lo que se explica por la investigacion de
Muiioz et al.” quien postulé que el VPH 52 es el

genotipo con mas prevalencia en el Peru.



La frecuencia de VPH de bajo riesgo es casi siempre
baja, en la presente investigacion se encontrd un 15
% de casos con oncogenes de VPH 6/11, valores
similares a los obtenidos por Sotlar et al.*' que
mediante la PCR anidada multiple en muestras de
exudado cervico-vaginal de mujeres con diagndstico
histolégico normal revelaron que solo el 6.7 % de
mujeres presentan VPH 6/11.

Se encontr6é infecciones miultiples en un 25 % de
pacientes evaluados los cuales son préximos o estan
dentro del rango establecido en otras investigaciones.
Algunos estudios reportan que se estima que el 10-80
% de pacientes que desarrollan cancer, lo adquieren
por una coinfeccion por mas de un genotipo de VPH.
Esta importante variable en la prevalencia se ha
atribuido a razones metodoldgicas en los sistemas de
deteccion mediante PCR y a las caracteristicas de la
poblacioén estudiada (factores geograficos,
demograficos y clinicos).” Existe una mayor
ocurrencia de infecciones multiples de VPH de alto
riesgo, segin Wentzensen et al.” los 7 genotipos que
forman combinaciones multiples son de VPH 16, 18,
45, 33, 31, 52 y 58, Varia de 77,7 % (en infecciones
simples) a 86,9 % (en infecciones multiples). Son
diversos los factores asociados a un mayor riesgo de
adquirir una infeccion multiple por VPH, la edad es
uno de ellos, asi entre las mujeres jovenes por debajo

de los 30 afios no sdlo existe la probabilidad de
adquirir mayor infeccidon, sino también la
probabilidad de que ésta sea producida por mas de un
tipo, el estado inmunolédgico de la paciente también
es relevante, el comportamiento sexual es otro factor
importante; la edad de inicio de las relaciones
sexuales, el numero de parejas sexuales y el
comportamiento sexual de la pareja estan asociados a
un mayor riesgo de infeccion multiple.*

Estos resultados no restan el valor de sensibilidad de
una prueba citolégica como es el de Papanicolaou o
colposcopia. Sin embargo, los resultados obtenidos
en esta investigacion sugieren que el VPH es muy
frecuente aun en mujeres con Papanicolaou negativo.
Por tanto, siempre y cuando existan factores de
riesgo, sera necesario recomendar una prueba
altamente especifica como es la PCR para la
deteccion oncogénica de VPH inclusive antes que la
célula presente cambios citopaticos, esto ofreceria la
posibilidad de cubrir los resultados “falsos negativos”
de la citologia en cualquier etapa de la vida, més aun
en mujeres de edad avanzada, en quienes el cancer es
mas frecuente. De esta manera se puede hace un buen
control en las pacientes debido a que en muchos de
los casos las lesiones no son perceptibles a estas
pruebas, sin embargo, la infeccion estd latente y no
quita la posibilidad de desarrollar cancer.

CONCLUSIONES

Se detecto regiones oncogénicas E6 y E7 de VPH 16,
18, 33, 52 y 6/11 mediante PCR en pacientes
Papanicolaou negativo del Instituto Regional de
Enfermedades Neoplasicas de La Libertad.

Se identifico las regiones oncogénicas E6 y E7 de
VPH 16 como la mas incidente en un 75 % de las
pacientes evaluadas y en menor grado el VPH 6/11

(20 %), VPH 52 (15 %), VPH 18 (10 %) y VPH 33 (5
%).

Se identifico infecciones simples predominantemente
de VPH 16 y VPH 6/11 en 50 % y 20 %
respectivamente. Ademas se encontré infecciones
multiples de VPH 16 y 18 (10 %), VPH 16 y 52 (10
%)y VPH 16, 33 y 52 (5§ %).
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