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Resumen

Introduccion: El virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-
AR) es responsable del cancer de cuello uterino y sus lesiones pre-
neoplésicas. Los genotipos VPH16 y VPH18 son los mas frecuentes
en este cancer. La integracion del VPH-AR en el genoma de la célula
hospedera es crucial en la carcinogénesis cervical, pero la etapa en
que ocurre en la poblacion chilena es incierta. Objetivo: Evaluar la
integracion de VPH16 y VPH18 en lesiones pre-neoplésicas de cuello
uterino. Métodos: Se analizaron 108 muestras de raspados cervicales.
El VPH se genotipific6 mediante reaccion de polimerasa en cadena
(RPC) e hibridacion no radiactiva. La integracion de VPH16 y VPH18
se determiné por presencia del gen E2 mediante RPC. Resultados:
VPH16 y VPH18 se detectaron en 36,1% y 12,0% de las muestras,
respectivamente. E1 VPH16 se integré en 23,1% de los casos de
VPH16, mientras que VPH18 se integré en 100% de las muestras
positivas para este genotipo. Conclusiones: La integracion VPH-AR
es un evento temprano en la carcinogénesis cervical que ocurre en casi
la mitad de las lesiones pre-neoplésicas y es mas frecuente en VPH18
que en VPH16. La evaluacion de la integracion VPH-AR puede ser
una herramienta util para detectar el virus en la poblacion chilena.

Palabras clave: virus papiloma humano; lesiones cervicales;
integracion VPH.
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Abstract

Background: High-risk Human Papillomaviruses (HR-HPVs) are
the etiological agents of cervical cancer and its preneoplastic lesions.
HPV16 and 18 are the most frequent HR-HPV genotypes detected
in cervical cancer. HR-HPV genome integration into the host cell is
an important event in the carcinogenic process. However, it remains
uncertain which stage of cervical carcinogenesis HPV16 and 18 inte-
gration occurs in the Chilean population. Aim: The goal of this study
was to evaluate HPV16 and HPV 18 integration in preneoplastic lesions
of the cervix. Methods: DNA was extracted from 108 cervical scrape
samples with preneoplastic lesions. HPV was genotyped using PCR
and non-radioactive hybridization. The integration status of HPV16
and HPV18 was determined by evaluating the E2 gene presence
through PCR. Results: HPV16 and HPV 18 tested positive in 36.1%
and 12.0% of samples, respectively. HPV16 was found integrated in
23.1% of HPV 16 cases, while HPV 18 in 100% of samples positive
for this viral genotype. Conclusions: HR-HPV integration is an early
event in cervical carcinogenesis, occurring in nearly half of preneo-
plastic lesions and being more frequent in HPV18 than in HPV16. The
evaluation of HR-HPV integration can be utilized as a complementary
tool for detecting HPV in the Chilean population.

Keywords: human papillomavirus; cervical lesions; HPV inte-
gration.
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Introduccion

1 cancer de cuello uterino (CC) es el cuarto cancer
Emés frecuentemente diagnosticado y la cuarta
causa de muerte por cancer entre las mujeres, con
mas de 600.000 nuevos casos y 342.000 muertes en todo
el mundo durante el afio 2020' . La mayoria de los casos
se producen en paises con desarrollo en transicion, lo que
constituye un importante problema de salud publica'. El
virus del papiloma humano (VPH) es el principal factor de
riesgo en la patogénesis del CC, detectandose en 99,7% de
los casos?. Este virus, se puede encontrar, tanto en mujeres
como hombres, y también ha sido asociado a otros tipos
de cancer como de vulva’, oral, anal y cancer de pene*.
Los VPH pertenecen a la familia Papillomaviridae, las
particulas virales contienen una capside icosaédrica, sin
envoltura, de 72 capsomeros y un ADN circular de doble
hebra con tamafio de unos 8 kb°. El genoma del VPH esta
organizado en tres regiones: E (temprana), L (tardia) y
LCR (sigla en inglés para region de control larga)®. Se
han descrito mas de 200 genotipos del VPH’, que pueden
infectar las células epiteliales basales de la piel u otros
tejidos mucosos®. El VPH se clasifica en VPH de bajo
riesgo (VPH-BR), que causa verrugas genitales, y VPH
de alto riesgo (VPH-AR), en funcion de su capacidad
oncogénica®. De hecho, los tipos de VPH-AR se han
asociado a una mayor probabilidad de desarrollar CC.
Hasta la fecha, los genotipos VPH16 y VPH18 son los mas
frecuentemente encontrados en CC en todo el mundo’.
Las proteinas E6 y E7 del VPH-AR son responsa-
bles de inmortalizar las células infectadas y promover
el proceso carcinogénico'®. La proteina E6 impide la
apoptosis celular induciendo la degradacion de p53°. La
proteina E7 se une al retinoblastoma y libera el factor
de transcripcion E2F-1 promoviendo la proliferacion
celular®. Las proteinas E1 y E2 son responsables de la
replicacion del ADN viral. Ademas, el ORF E2 codifica
un represor transcripcional de la expresion E6/E7°. El
potencial oncogénico de los VPH-AR, como VPH16 y
18, reside en la integracion de su ADN en el genoma
de la célula hospedera rompiendo su estatus episomal,
normalmente en la region E23%1°, Cuando el ORF E2 se
fragmenta o elimina, se pierde el control sobre el promotor
temprano del VPH, lo que conduce a la sobreexpresion del
transcrito E6/E7, promoviendo a su vez la carcinogénesis
cervical>®!%, Asimismo, la integracion del VPH-AR causa
inestabilidad del genoma y expresion génica anormal en
las células epiteliales'!. Ademas, la infeccion por VPH-AR
altera el epitelio escamoso cervical normal, con displasia
o lesiones pre-neoplasicas en el epitelio cervical®!®. Las
lesiones escamosas cervicales suelen clasificarse como
neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC), tipos 1,2y 3,
y carcinoma in situ (CIS). Estas lesiones son precursoras
del carcinoma escamoso invasor de cuello uterino®!°. Se-

gun el Sistema Bethesda para la notificacion de la citologia
cervical, las lesiones cervicales se clasifican en lesiones
intraepiteliales escamosas de bajo grado (LIEBG), que
incluyen células con signos de infeccion por VPH y NIC
I, y en lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado
(LIEAG), que incluyen NIC2, NIC3 y CIS!'2.

Debido al papel del VPH-AR en la carcinogénesis
cervical, sobre todo en mujeres que presentan lesiones
intraepiteliales, la deteccion y el genotipado del VPH se
han vuelto esenciales para tomar medidas profilacticas
contra el CC", Sin embargo, aunque la mayoria de las
mujeres sexualmente activas han estado infectadas por el
VPH-AR en algin momento de su vida, s6lo un pequefio
porcentaje desarrollard un cancer invasor’. Por lo tanto,
la deteccion de la integracion del genoma del VPH-AR
en el genoma del hospedero es un biomarcador potencial
importante para predecir una posible progresion a CC. Es
importante sefialar, que muchas veces las enfermedades
asociadas al VPH son asintomaticas'*, tanto en hombres
como en mujeres, por lo que se hace relevante una btisque-
day pesquisa temprana, siendo relevante la generacion de
estrategias de diagndstico para identificar y genotipar el
VPH, de manera de mejorar su eficacia, con la deteccion
temprana de lesiones precancerosas, guiando su terapia
y evitando el avance hacia el cancer'.

En esta investigacion, analizamos la asociacion entre
la frecuencia de integracion, tanto del VPH16 como
del VPHI18 y las caracteristicas clinico-patologicas de
pacientes con lesiones cervicales pre-neoplésicas de
pacientes chilenas.

Material y Métodos

Reclutamiento de pacientes y recoleccion de
muestras

Estudio de tipo transversal. Se invitd a participar a
todas las mujeres atendidas en el Policlinico de Patologia
Cervical del Hospital Dr. Hernan Henriquez Aravena
de Temuco (HDHHA-T)-Chile, quienes firmaron con-
sentimiento informado, previamente aprobado por el
Comité de Etica de la Universidad de La Frontera (Acta
N°017/2014). Se recolectaron 108 muestras de raspados
cervicales (cytobrush) que fueron evaluados para infec-
cion por VPH. La mediana de edad de enrolamiento fue
de 32 afios. La edad de las participantes se dividio en dos
grupos: < 30 y > 30 afos. Las lesiones preneoplasicas
se separaron en grupos segun los diagnosticos histolo-
gicos (The 1991 Bethesda System) como'?: 60 LIEBG
y 48 LIEAG. Estas muestras fueron recolectadas entre
mayo y octubre de 2013, en el HDHHA-T, durante un
examen ginecoldgico. Los diagnosticos de lesiones pre-
neoplasicas fueron confirmados mediante biopsia guiada
por colposcopia en la Unidad de Anatomia Patologica y
Citologia del HDHHA-T. El cytobrush se deposit6 en un
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tubo con tamp6n Tris-EDTA pH 7,4 (10 mM Tris-HCl, 1
mM EDTA pH 8) para su transporte y posterior analisis.
Los analisis moleculares se realizaron en el Laboratorio
de Biologia Integrativa de la Universidad de La Frontera.

Extraccion de ADN, deteccion del VPH y
genotipado

La extraccion de ADN se realiz6 con el kit E.Z.N.A.®
Tissue DNA Kit (Omega Bio-Tek, EE.UU.) siguiendo
las instrucciones del fabricante. La calidad del ADN se
evalu6é mediante un control de integridad, basado en la
amplificacion de un fragmento del gen de la beta-globina
(268 pb), utilizando los cebadores GH20 y PCO4617,
La reaccion de polimerasa en cadena (RPC) para el
gen L1 del VPH se realizé utilizando los cebadores
especificos GP5+ y GP6+ biotinilado'®. El genotipado
del VPH se realizéo mediante RPC convencional seguida
de hibridacion no radiactiva, que permite la deteccion
de 13 genotipos de VPH-AR (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51,52,56,58,59,66)y 5 genotipos de VPH-BR (6, 11,
42,53, 70). Para la genotipificacion del VPH, se realizo
un ensayo de blotting de linea inversa, como se informo
anteriormente'’. El producto de RPC GP5+/biotinilado
GP6+ se desnaturalizo a 96°C y se enfrio en hielo antes
de iniciar el paso de hibridacion. A continuacion, los
productos de RPC se colocaron en una membrana
Biodyne C pretratada (Pall Bio- Support West Chester,
E.U.A.) que contenia oligosondas marcadas no radiac-
tivas especificas para cada genotipo viral. Se utilizo
una reaccion colorimétrica utilizando anti-digoxigenina
conjugada con fosfatasa alcalina para detectar la pre-
sencia/ausencia de cada genotipo de VPH". Por tltimo,
las membranas se revelaron utilizando una solucién de
sustrato NBT/BCIP (ThermoFisher), segtin el protocolo
del fabricante. Como controles positivos se utilizd un
panel de 18 tipos virales de VPH. Los VPH 16, 18, 31
y 33 correspondieron a clones de plasmidos comerciales
(ATCC; Manassas, VA, EE.UU.), y los tipos de VPH
restantes fueron proporcionados por el Dr. Peter Snijders
(centro médico de la Universidad VU, Amsterdam,
Paises Bajos). Los controles negativos consistieron en
ADN gendémico comercial (Promega, Madison, WI,
E.U.A.) y agua desionizada. Una infeccion tnica por
VPH (IS) se definié como la deteccion de una sola sefal
positiva del genotipo de VPH en el Reverse Line Blot.
Las infecciones multiples por VPH (IM) se definieron
como la presencia de una sefal positiva para dos o mas
genotipos. En las infecciones multiples, se registro el
genotipo predominante, es decir, el tipo de VPH que
presentaba la sefial mas fuerte.

Integracion del VPH

La integridad del gen E2 se llev6 a cabo utilizando
cebadores especificos de secuencia descritos previamente
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y disefiados para amplificar fragmentos solapados del
gen E2 completo de VPH16 y 18, como describieron
previamente Collins y cols.?. Los productos de la RPC se
visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa
al 2%.

Los resultados de integracion obtenidos de la RPC se
clasificaron en dos categorias: Cuando en una muestra se
detectaban todos los fragmentos evaluados para el gen E2,
el VPH se consideraba en estado episomal o no integrado.
Por otro lado, si alguno de los fragmentos del gen E2 no se
amplificaba, se consideraba que el VPH estaba integrado
en el genoma hospedero.

Analisis estadistico

Todos los datos se analizaron con el programa IBM
SPSS Statistics version 19.0 (IBM Corporation, NY,
E.U.A.). Debido a la determinacion de cuartiles, la edad se
categoriz6 en dos grupos (<30 y > 30 aflos). Se realizo una
prueba de o la prueba exacta de Fisher para establecer
la asociacion entre el intervalo de edad, el grado de la
lesion, la infeccion por VPH vy la integracion del VPH.
Los valores p < 0,05 se consideraron significativos con
un 95% de confianza.

Resultados

Deteccion del VPH

Un total de 108 mujeres participaron en este estudio; la
edad oscilaba entre 17 y 55 afios, y la mediana fue de 32
afios. Se determino el genotipo de VPH en las muestras
de citologia y se confirmd histologicamente el diagnostico
de las pacientes. Segun el diagnostico citolégico, 55,6%
(n = 60/108) de las lesiones cervicales eran LIEBG, y
44,4% (n=48/108) eran LIEAG (TablaI). No se encontrd
relacion estadistica entre la edad de las pacientes y el
grado de la lesion.

La deteccion del VPH basada en los cebadores consen-
so L1 de la RPC identific6 83,3% (n=90/108) de muestras
positivas para el VPH y 16,7% (n =18/108) de muestras
negativas para el VPH. Entre las muestras VPH-positivas,
51,1% (n=46/90) presentaban una lesion cervical LIEBG
y 48,9% (n = 44/90) una LIEAG (Tabla 1).

Distribucion de los tipos de VPH en las lesiones
LIEBG

Se encontré VPH en 76,7% (n = 46/60) de las lesiones
LIEBG. La infeccion unica por VPH (IS) correspondio
a 58,7% (n = 27/46) de las muestras positivas para el
VPH, y las infecciones multiples por VPH (IM) a 41,3%
(n = 19/46) (Tabla 1). Considerando tanto la IS como
la IM, el VPH16 fue el tipo mas frecuente en 41,3%
(n = 19/46) de las muestras positivas al VPH, seguido
del VPHS51, con una frecuencia de 21,7% (10/46), y de
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VPH18, con 17,4% (n = 8/46). La IS por VPH-BR solo
se encontrd en 4,3% (n = 2/46) de las muestras VPH-
positivas (VPH11 y 70). IM por VPH-BR en solo 4,3%
(n=2/46) de las muestras VPH-positivas (VPH11 y 70)
(Tabla 1).

Distribucion de los tipos de VPH en las lesiones
LIEAG

El VPH se encontr6é en 91,7% (n = 44/48) de las
lesiones LIEAG. La IS correspondio a 75% (33/44) de
las muestras positivas y la IM a 25% (11/44) (Tabla 1).
Considerando, tanto las IS como las IM, el VPH 16 fue
el tipo mas frecuentemente encontrado en 43,1% (19/44)
de las muestras VPH-positivas, seguido de VPH31 que
tuvo una frecuencia de 20,4% (9/44), VPH58 con 18,1%
(8/44), VPH18 y VPHS52 con frecuencias de 11,4% (5/44)
(Tabla 1).

Infeccion por multiples genotipos del VPH

La IM mas frecuente fue por el tipo dual 17,7% (16/90)
o la infeccion por tres tipos virales 11,1% (10/90), en
cambio, las IM menos frecuentes fueron la infeccion
por cuatro tipos virales 1,1% (1/90) o cinco tipos virales
2,2% (2/90) al mismo tiempo (Tabla 1). Los genotipos
VPH-BR encontrados 7,7% (7/90) estaban mas asociados
aIM 71,4% (5/7) que a IS 28,5% (2/7) (Tabla 1). Curio-
samente, la mayoria de las IM encontradas se asociaron
mayormente con LIEBG 62% (18/29) que con LIEAG
38% (11/29) (Tabla 1).

Asociacion del VPH con las caracteristicas clinico-
patologicas

Se disefiaron tablas de contingencia para asociar la
presencia del VPH con la edad y el grado de la lesion
cervical. Los resultados del VPH se agruparon segiin los

Tabla 1. Frecuencia del virus papiloma humano (VPH) en infecciones Unicas y multiples en lesiones pre-neoplasicas de cuello uterino

VPH -
VPH +
Total

Tipo de VPH
VPH 6
VPH 11
VPH 70

VPH-BR

VPH 16
VPH 18
VPH 31
VPH 33
VPH 35
VPH 39
VPH 45
VPH 51
VPH 52
VPH 53
VPH 56
VPH 58
VPH 59
VPH 66
VPH 55

VPH-AR

LIEBG
n Total de n Total de IS n Total M n Total
muestras  muestras de IS de IM

(%) (%) (%)
14 23,3 - - - -
46 76,7 27 100 19 100
60
0 0,0 0 0,0 0 0,0
2 3,3 1 3,7 1 5,3
2 3.3 1 3,7 1 5,3
19 31,7 8 29,6 1" 57,9
8 13,3 1 3,7 7 36,8
6 10,0 5 18,5 1 5.3
0 0,0 0 0,0 0 0,0
1 1,7 0 0,0 1 53
4 6,7 0 0,0 4 21,1

13,3 2 7,4 6 31,6
10 16,7 4 14,8 6 31,6

6,7 1 3,7 3 15,8
2 3,3 1 3,7 1 53
1 1,7 0 0,0 1 5,3
6 10,0 2 7.4 4 21,1
3 5,0 1 3,7 2 10,5
1 1,7 0 0,0 1 53
0 0,0 0,0 0 0,0

LIEAG
n Total de n Total de IS nTotalde IM n Total de
muestras  muestras IS (%) IM
(%) (%)
4 8,3 - - - -
44 91,7 33 100 11 100
1 2,1 0 0,0 1 9,1
1 2,1 0 0,0 1 9,1
1 2,1 0 0,0 1 9,1
20 41,7 17 51,5 3 27,3
5 10,4 6,1 3 27,3
9 18,8 6 18,2 3 27,3
2 4,2 1 3,0 1 9.1
2 4,2 0 0,0 2 18,2
1 2,1 0 0,0 1 9,1
1 2,1 0 0,0 1 9,1
0 0,0 0 0,0 0 0,0
5 10,4 2 6,1 3 27,3
0 0,0 0 0,0 0 0,0
2 4,2 0 0,0 2 18,2
8 16,7 5 15,2 3 27,3
0 0,0 0 0,0 0 0,0
2 4,2 0 0,0 2 18,2
1 2,1 0 0,0 1 9,1

VPH-: virus del papiloma humano; LIEBG: lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado; LIEAG: lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado; IS: infeccion Unica
por VPH; IM: infecciones multiples por VPH; VPH-BR: VPH-bajo riesgo; VPH-AR: VPH-alto riesgo.
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genotipos del VPH, IS y IM, y las infecciones por VPH16
y/o 18 (Tabla 2). Se encontr6 una asociacion entre el grado
de la lesion y la presencia de VPH (p = 0,038) debido a
que el VPH se encontr6 con mayor frecuencia en LIEAG
91,7% (44/48) frente a LIEBG 76,7% (46/60). Por otra
parte, la IM con genotipos duales o més de dos del VPH se
asocio6 con una edad joven 43,1% (p = 0,024). Aunque la
infeccion por VPH16 o 18, 0 una combinacion de ambos,
fue mas frecuente en el grupo de edad < 30 afios (51,7%
frente a 38,0%), no se encontraron diferencias estadisticas
entre estos grupos de edad (Tabla 2).

Integracion de VPH16y VPHI18

Se encontraron muestras positivas para VPHI16
(n =39) y VPHI18 (n = 13), tanto en IS como en IM.
Investigamos el estado de integracién del VPH de estas
muestras. Encontramos una media de 42,3% (22/52)

de VPH16 y VPH18 integrados. El gen E2 se encontro
intacto en 76,9% (30/39) e integrado en 23,1% (9/39) de
las infecciones por VPH16. En la LIEBG, 5,3% (1/19)
de los VPH16 se encontraron con el gen E2 alterado o
integrado, mientras que, en la LIEAG, 94,7% (18/19) de
los VPH16 estaban integrados. Por otro lado, todos los
VPHI8 (n = 13) se encontraron integrados (LIEBG = §
y LIEAG = 5) (Tabla 3). No se encontraron diferencias
estadisticas entre el estado del gen E2 de VPH16 y/o 18
y las caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes.

Discusion

El afio 2020, la incidencia de CC en Chile ocup¢ el
cuarto lugar después del cancer de mama, colorrectal
y pulmoén y el séptimo lugar en muerte por cancer en
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clinico-patolégicas

M

P n % P n
- 30 27,8 - 49

0,167 0,024*
22 43,1 30
8 20,5 19

0,038* 0,101
19 41,3 25
11 25,0 24

VPH 16/18

%
45,3

51,7
38,0

41,7
50,0

0,153

0,387

Tabla 2. Estado del VPH y su relacion con las caracteristicas
Casos VPH+
n n %

Total de casos 108 90 83,3
Edad

< 30 afos 58 51 87,9

> 30 afos 50 39 78,0
Diagndstico histoldgico

LIEBG 60 46 76,7

LIEAG 48 44 91,7
grado; LEIAG: lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado. Prueba de chi cuadrado. *P < 0,05.

VPH+: virus papiloma humano positivo; IM: infecciones multiples; VPH16/18: infeccidén por VPH 16 y/o VPH 18; LEIBG: lesiones escamosas intraepiteliales de bajo

Tabla 3. Integracion del VPH y su relacion con las caracteristicas clinico-patologicas
Casos VPH 16 episomal VPH 16 inte- P VPH 18 inte- P VPH 16 y/o 18 VPH 16 y/o 18 P
grado grado episomal integrado
n n % n % n % n % n %
Total de casos 49 30 76,9 9 231 13 100 27 55,1 22 44,9
Edad 1,000 * 1,000
< 30 afos 25 19 76,0 6 24,0 7 100 17 56,7 13 43,3
> 30 ahos 14 11 78,6 3 21,4 6 100 10 52,6 9 47,4
Citologia 0,716 * 0,393
LIEBG 19 14 73,7 5 26,3 8 100 12 48,0 13 52,0
LIEAG 20 16 80,0 4 20,0 5 100 15 62,5 9 37,5
LIEBG: lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado; LIEAG: lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado. Prueba exacta de Fisher; *: P no puede calcularse.
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mujeres?'. Los VPH 16 y 18 son los tipos mas frecuentes
encontrados en los carcinomas cervicales, responsables
de 70% de todos los canceres cervicales invasores en el
mundo®. En consecuencia, la implementacion del cribado
del tipo VPH, es decir la determinacion molecular del
virus, ha dado lugar a una reduccion significativa de la
incidencia del cancer de cuello uterino en comparacién
con el cribado basado tinicamente en la citologia®. En
nuestro pais, durante el afio 2014, comenz6 como medida
de prevencion, ademas del cribado, la vacunacion contra
VPH, la que se efectia con la vacuna tetravalente, para
los serotipos 6, 11, 16 y 18, administrada a nifias entre
9 y 13 afios**. Luego, en el 2019 se incluyeron a nifios
del mismo rango etario®. Lo anterior, se torna relevante
debido a que VPH en el hombre es igualmente importante,
ya que estos pueden actuar como reservorio y vector del
virus, ademas de estar relacionado con canceres como
anal o de pene®.

Las vacunas contra VPH, que tienen aprobacion por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por
sus siglas en inglés) se encuentran en formatos bivalente
(Cervarix®), que previene infeccion por genotipos 16y 18
del virus, tetravalente (Gardasil®), que previene infeccion
por genotipos 16,18,6,11 y finalmente, la version nona-
valente (Gardasil9®) que previene genotipos virales 16,
18,6, 11, 31, 33, 45, 52 y 587, Dentro de las principales
ventajas de la vacunacion, se encuentra la posibilidad de
prevencion de CC en las mujeres, los que sin la prevencion
o deteccion adecuadas pueden ser mortales.

Por otra parte, en el caso de los hombres, se pudo
observar una disminucién en lesiones genitales, y por lo
tanto su transmision a parejas sexuales. Ademas, puede
ayudar en la prevencion de cancer de pene, asi como los
canceres orofaringeos y anogenitales®.

Entre los efectos secundarios de la vacunacion se
describen algunos como desmayo, reacciones alérgicas
locales, mareos, nauseas, cefalea; sin embargo, en 92%
de los casos solo se refieren molestias menores. En los
reportes de efectos adversos mayores se encontrd casos
de sincope y embolia pulmonar y enfermedad neurologica
inusual variantes de la esclerosis lateral amiotrofica
(ELA) que causaron la muerte de dos mujeres jovenes?.
Finalmente sefialar, que las limitaciones econdmicas se
encuentran también dentro de las limitaciones de esta
prevencion®,

Es importante sefialar que no todas las mujeres in-
fectadas por el VPH-AR desarrollaran cancer de cuello
uterino, pues en algunos casos la infeccion se resuelve
gracias al sistema inmune, sin llegar a presentarse algun
sintoma o afeccion’.

En el presente estudio, se analizaron muestras de ras-
pado cervical de mujeres con lesiones pre-neoplasicas cer-
vicales de bajo y alto grado para detectar la presencia del
VPH, genotipificarlas y evaluar integracion de VPH16/18.

La frecuencia de VPH en LIEBG y LIEAG de mujeres
chilenas se correlaciond con lo reportado previamente,
donde los rangos fluctiian entre 61,2 y 83,5% en LIEBG
y superan el 78,2% en LIEAG'®!73,

La mayoria de las lesiones pre-neoplésicas infectadas
por VPH correspondieron a VPH-AR, que se encontraron
en mas de 90% de los casos VPH positivos, como se habia
descrito previamente en esta region'’. La presencia de
VPH se asoci6 con el diagndstico histologico, como se
informé previamente!”.

Un hallazgo interesante, que Gltimamente se ha notifi-
cado cada vez més, es la alta frecuencia de IM'7. Ademas,
en este estudio, encontramos una relacion entre la mayor
frecuencia de IM y la edad joven (< 30 afios). Este ha-
llazgo podria explicarse porque los adultos jovenes suelen
tener mas parejas sexuales, lo que aumenta la posibilidad
de infectarse por varios tipos de VPH?'. En un estudio
realizado en Guadalupe (isla del Mar Caribe), entre los
casos estudiados, 94% tenia IM y una distribucion de los
VPH oncogénicos con relacion de los genotipos con 31
mayor a 33 y este a su vez, mayor a 163,

Tanto en la LIEBG como en la LIEAG, el VPH16 fue
el genotipo virico detectado con mayor frecuencia, en
consonancia con los informes publicados en todo el mun-
do!617:2233.34 'E] VPH18 resulto ser el cuarto genotipo mas
frecuente en las lesiones pre-neoplasicas. La frecuencia de
este genotipo del VPH varia segtin los factores sociodemo-
graficos y el periodo del andlisis, dado que la frecuencia
varia incluso entre la misma poblacidn!®!17:2233:34,

Es importante sefialar, que a pesar de que los genotipos
de alto riesgo VPH 16 y 18 son de los mas frecuentes,
también hay casos en los que se han estudiado muestras
en las que se encuentra la ausencia de estos genotipos
principales y que, sin embargo, tienen otros tipos de VPH.
Estos estudios relevaron, que en muestras de mujeres que
fueron negativas para citologia y para VPH 16 y 18, se
encontrd presencia de genotipos como 31, 33, 51, entre
otros®**7. La infeccion con genotipos de VPH de alto
riesgo que no fueron VPH16/18, ha sido sugerido como
predictor de la persistencia y progresion de la enfermedad
cervical permitiendo detectar pacientes con lesiones de
bajo grado que evolucionan a lesiones intraepiteliales
escamosas de alto grado, lo que se deberia tener en cuenta
al momento de la pesquisa®®. Dependiendo de la situacion
de cada localidad, lo anterior podria ser considerado
controversial, en el aspecto de decidir el incluir o no otros
genotipos de alto riesgo, diferentes a VPH 16 o 18. Por
ejemplo, en un estudio realizado en Taiwan, se llego a
la conclusion de que el riesgo de desarrollar neoplasia
cervical intraepitelial entre los casos VPH de alto riesgo
que no fueron genotipos 16 o 18 con citologia negativa
es bajo, y que llevar a cabo una colposcopia podria ser un
enfoque mas accesible en regiones con recursos limitados
y bajos ingresos, como Taiwan®.
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En el presente estudio, se ha encontrado que la
integracion de VPH16 y 18 es un evento que ocurre en
las etapas tempranas de la infeccion, como se demostrd
previamente®. No se encontraron diferencias estadisticas
entre la frecuencia de integracion de VPH16 o VPHI8 y
el diagndstico histoldgico, lo que confirma la disrupcion
temprana en E2 de ambos genotipos de VPH-AR. Otro
estudio, realizado en Suiza, encontrd resultados simila-
res*. En las lesiones pre-neoplasicas, encontramos una
frecuencia de integracion del VPH de 55,6 y de 65% en
LIEBG y LIEAG, respectivamente. Un estudio realizado
en Brasil inform6 de una integracion de 25% en LIEBG
y de 65% en LIEAG, aunque el tamafio de la muestra
utilizada en esta investigacion fue pequefio (n = 14) y
analizo la integracion del VPH mediante FISH*'. En la
poblacion china, se han notificado niveles de integracion
del VPH de 50% (n=15) y de 56,6% (n=9) de LIEBG y
LIEAG, respectivamente®. Sin embargo, se ha informado
de que el estado de integracion del VPH varia segin la
metodologia y la poblacion en estudio®.

En cuanto al grado de integracion del VPH16, los
resultados son similares a los observados en Portugal
en muestras pre-neoplasicas cervicales (40% LIEBG;
50% LIEAG)*®. Otro estudio realizado en Espafia mos-
tré la integracion de VPH16 en 59,8% de las lesiones
pre-neoplasicas*. En la poblacién china con lesiones
pre-neoplasicas se encontrd una frecuencia de integracion
de VPH16 de 50%*%.

Por otro lado, el VPH18 se encontr6 integrado en 100%
de los casos de LIEBG y LIEAG. Estos datos son iguales
a los obtenidos en cancer de cuello uterino*, sugiriendo
que el VPHI18 es mas susceptible de integrarse en el
genoma del hospedero en comparacion con el VPHI6,
convirtiéndose en un genotipo mas agresivo, como se
ha descrito anteriormente?’. Otro estudio informé de
una frecuencia de integracion del VPHI18 de 86,2%,

siendo mas preciso debido al mayor tamafio de la muestra
(n = 248)*. Se desconocen los mecanismos implicados
en una mayor capacidad del VPH18 para integrarse en el
genoma del hospedero.

Se ha encontrado que la integracion del ADN viral
en el genoma del hospedero causa alteraciones genéticas
amplificando oncogenes e inactivando genes supresores
de tumores, ademas de generar inestabilidad genética.
Dentro de los sitios de integracion frecuentes relaciona-
dos con el proceso carcinogénico, se ha encontrado en
el oncogén MYC que favorece la proliferacion celular®
Otros genes relevantes para el proceso tumorigénico y
que se ven influenciados por la integracion de VPH son
TMEM49, FANC, POUSFIB, FHIT, KLF12, KLF5,
HMGA2, LRPIB, LEPRELI, DLG2 y SEMA3D, los
que se relacionan con vias de reparacion, crecimiento y
proliferacion celular®.

A pesar de que este estudio no es capaz de diferenciar
estados episomales o integrados de aquellas muestras que
podrian presentar ADN viral en ambos estados fisicos,
el mero hecho de que ya se encuentre un genoma viral
integrado en las lesiones pre-neoplasicas es un factor
crucial para la carcinogénesis cervical?*,

En conclusion, la determinacion del grado de inte-
graciéon del VPH en LIEBG, mediante RPC, técnica
especifica y econdmica, podria ser una herramienta com-
plementaria a la genotipificacion del VPH y a la prueba
de Papanicolau para establecer si existe un mayor riesgo
de progresion a cancer cervicouterino en mujeres con
lesiones pre-neoplasicas en la poblacion chilena.
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