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Resumen

El Cancer (Ca) de Cuello Uterino (Cu) persiste como un problema de salud publica a nivel mun-
dial. Entre los agentes infecciosos més estudiados que se han relacionado con los procesos neoplasicos,
estan los virus, y entre ellos el herpes y el papiloma. Esta investigacion se realiz6 para determinar el Vi-
rus Papiloma Humano (VPH) y el Virus Herpes Simple (VHS) y su posible relacion con la presencia y
tipo de lesiones preinvasivas de Cu. Se seleccionaron 65 muestras de tejido de Cu con lesiones de pa-
cientes de sexo femenino y 10 controles aparentemente sanas, para la deteccion del VPH y VSH. Se uti-
liz6 el método de PCR e Hibridacion para la genotipificacion del VPH. Se observé un 15,38% de positi-
vidad para VPH y un 20% para VSH, un caso de coinfecciéon en una paciente con lesion intraepitelial de
alto grado (LIEag), demostrandose una diferencia significativa entre las pacientes VPH positivo con
LIEag respecto a aquellas con lesiones intraepiteliales de bajo grado (LIEbg). La mayoria de los casos
positivos para VHS se detectaron en pacientes con LIEbg. Se demostr6 una correlacion significativa
entre el tipo de lesion y la presencia de genotipos de alto y bajo riesgo del VPH.
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Abstract

Cervical cancer persists as a public health problem worldwide. Among the most studied infec-
tious agents that have been associated with neoplasic processes are viruses, including herpes and
papilloma. This research was carried out in order to determine the possible relation between infec-
tion with herpes simplex virus (HSV) and human papilloma virus (HPV) and the presence and type
of pre-invasive cervical lesions. Sixty-five samples of cervical tissue with lesions and ten appar-
ently healthy controls were selected from female patients for the detection of HSV and HPV. PCR
and hybridization (HC2) methods were implemented for genotyping HPV. For HPV, 15.38% were
positive while for HSV, 20.0%. There was one case of co-infection in a patient with a high grade in-
traepithelial lesion (HSIL), showing a significant difference between HPV-positive patients with
HSIL compared to women with LSIL, low grade intraepithelial lesions. Most of the HSV positive
cases were detected in patients with LSIL. A significant correlation was proved between the type of

lesion and the presence of high and low risk HPV genotypes.

Keywords: Human papilloma virus, herpes simplex virus, cervical cancer.

Introduccion

El cancer de cuello uterino representa una
causa frecuente de morbimortalidad en muje-
res de edad reproductiva, se ha estimado que
representa el 12% de todos los casos de cancer.
Con un namero estimado de 529.800 casos
nuevos y 275.100 muertes por cancer cervical,
se sitlia en las tercera y cuarta posiciones en
cuanto a incidencia y mortalidad por cancer de
la mujer en el mundo, teniendo en cuenta que
el 85% de los casos se producen en los paises
menos desarrollados, con tasas de incidencia y
mortalidad del 17,8 y del 9,8%, respectivamen-
te, comparadas con los paises desarrollados, en
los que se reduce al 9,0 y al 3,2% (1).

En los Estados Unidos aproximadamen-
te el 40% de las mujeres jovenes se infecta
con el VPH dentro de los tres anos desde que
comienzan a tener relaciones sexuales y, en
todo el mundo, de 50% a 80% de las mujeres
sexualmente activas se infecta con el VPH al
menos una vez en sus vidas (2,3).

Afortunadamente, en la mayoria de los
casos, estas infecciones desaparecen gracias
a respuestas inmunoldgicas naturales. La
gran mayoria de las infecciones por VPH son
temporales, y dejan de ser detectables en

analisis moleculares después de un periodo
de 4 a 18 meses (4).

La evidencia epidemiolégica sugiere, des-
de hace varios afos, que el cancer cervical se
comporta como una enfermedad de transmi-
sion sexual (ETS), por lo que sus factores de
riesgo tienden a ser similares a los de este gru-
po de enfermedades, a saber: el inicio de rela-
ciones sexuales a temprana edad, multiples
compafieros sexuales, bajo nivel socioecono-
mico, y antecedentes de ITS, como son las cau-
sadas por el virus papiloma humano (VPH) y el
virus de herpes simple tipo 2 (VHS-2) (5).

Estudios recientes han demostrado que
el cancer cervical invasivo de la mujer es cau-
sado por cepas oncogénicas del Virus Papilo-
ma Humano (VPH). El ADN del VPH es de-
tectable en mas del 95% de los casos; los ge-
notipos 16 y 18 son responsables de mas del
70% del cancer cervical, y junto con el genoti-
po 45 contribuyen al 94% del adenocarcino-
ma de cérvix (1,6).

Por otro lado, el estudio del Virus Herpes
Simple (VHS) es de especial importancia en las
mujeres por varias razones, entre las cueles,
esta implicado en el cancer de cuello uterino
cuando se encuentra presente en combinacion
con el Virus Papiloma Humano (7).
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En tal sentido, se decidi6 llevar a cabo
este estudio con el objetivo de determinar la
posible relacion entre la infeccion por el Vi-
rus del Papiloma Humano y Virus de Herpes
Simple y con la presencia y tipo de lesiones
preinvasivas de cuello uterino.

Materiales y Métodos

Pacientes y Métodos

Se trata de un estudio experimental, de
corte transversal, realizado entre Enero del
2004 hasta Junio de 2007. El estudio se rea-
liz6 en una poblaciéon de pacientes del sexo
femenino, sin discriminar edad, etnia y pari-
dad. La toma de muestra se realiz6 en la con-
sulta ginecoldgica del Ambulatorio La Victo-
ria, de la Policlinica Amado, del Servicio mé-
dico de la Alcaldia de Maracaibo, del Ambu-
latorio Cujicito, del Ambulatorio Los Olivos,
del Laboratorio Regional de Referencia Viro-
logica de la Facultad de Medicina y del Servi-
cio Médico Odontolégico (SMO) de los Em-
pleados Administrativos de la Universidad
del Zulia, todos centros asistenciales perte-
necientes al municipio Maracaibo y del Hos-
pital Manuel Noriega Trigo del municipio
San Francisco.

Se tomaron 360 muestras de tejido de
cuello uterino de pacientes de sexo femenino
y de estas se seleccionaron 65 con lesiones
preinvasivas y 10 sin lesiones visibles de cue-
llo utilizadas como controles.

Cada muestra estuvo acompaiiada de
una historia clinica disefiada para la identifi-
cacion de las caracteristicas epidemiologicas
y posibles factores de riesgo asociados a la
presencia de infecciéon por VHS y VPH. Entre
las variables que la historia clinica permitid
identificar estan: la edad, edad de la primera
relacion sexual, nimero de compafieros se-
xuales y tipo de relacion sexual méas frecuen-
te; se solicito ademas el consentimiento por
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escrito, y el protocolo del mismo fue aproba-
do por el Comité de Bioetica de la Facultad de
Medicina de la Universidad del Zulia.

En posicion ginecoldgica, se le practico
un reconocimiento general de la vulva y la va-
gina, ademas de un examen exhaustivo del
cuello uterino, para ello se realiz6 una visua-
lizacion directa del cuello uterino mediante
un especulo vaginal. Se tom6 una primera
muestra para el estudio citologico o test de
Papanicolau, posteriormente se realizé6 un
estudio colposcopico, y se tom6 una segunda
muestra utilizando una torunda de alginato
la cual se introdujo en el canal cervical con gi-
ros de 360° para el diagnostico de VPH y
VHS, guardandose en un tubo de transporte
sin ningun aditivo y se almacenaron a — 20°C
hasta el momento de su procesamiento.

A las pacientes con atipias colposcopi-
cas se les tomo6 una biopsia incisional del Cu,
la cual se preservo en formol tamponado y
fue enviada al Servicio de Anatomia Patolégi-
cadela Policlinica Maracaibo para su estudio
histopatolégico.

Analisis Genético

La extraccion del ADN viral del VPH y
VHS se realiz6 segin las instrucciones del fa-
bricante (Wizard Genomic purification Kit),
una vez finalizada la extraccion las muestras
fueron guardadas a — 20°C hasta el momento
de su procesamiento (8).

La amplificacién del ADN del VHS, se
realiz6 utilizando los primers HSVi+
(CGCATCATCTACGGGGACCGGA) y HSV1-
(ATGACGCCGATGTACTTTTTCTT), para la
primera PCR, y para la segunda amplifica-
cion HSV2+ (GTGTTGTGCCGCGGTCGCAC)
y HSV2- (GTGAACGTCTTTTCGAACTC),
(Casas y col., 1997). Se us6 la MASTER MIX
como mezcla de PCR (40o0uM dATP, 400 uM
dGTP, 400uM dCTP, 400uM dTTP), MgCl 2,
(3mM), Taq polimerasa 5 U/ul (8).
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El ADN del VPH se amplifico con pri-
mers genéricos MY09 (CGTCCMARRGGA-
WACTTATC) Y MYo11 (GCMCAGGGWCA-
TAAYAATGG) (9). Para el control de la am-
plificaci6on para ambos virus se utilizaron pri-
mers genéricos de b-globina PCO4 (CA-
ACTTCATCCACGTTCACC) y GH20 (GA-
GAGCCAAGGACAGGTAC), visualizandose
una banda de 268pb (10). Como control po-
sitivo para herpes simple se utiliz6 una mues-
tra de lesion ocular y bucal, y para VPH una
muestra de verruga en boca, la cual resulto
positiva para VPH; y como control negativo
se utiliz6 agua de PCR.

Electroforesis del VPH y VHS

La primera electroforesis del VHS arro-
j6 una banda de 190pb, esta represento la re-
gion UL del Herpersvirus, altamente conser-
vada y similar para la familia Heperviridae.
El producto de la segunda amplificacion fue
de 120pb, region especifica para Herpes
Simple 1y 2. Para el VPH se detect6 una ban-
da de 450pb, la cual represent6 la region L1
de marco abierto de lectura (ORF) del virus.
Esta region esta conformada por proteinas
codificadas y constituyentes capsulares do-
minantes totalmente conservados, lo cuales
son similares en todos los tipos de VPH.

La deteccidn y tipificacion del VPH se rea-
liz6 a través del Kit VPH-Fast del Laboratorio
FARMA-GEN (Espana) (11) y el test de Captu-
ra de Hibrido 2 (HC2) (DIGENE): consisti6 en
una prueba de hibridaciéon de acido nucleico in
vitro con amplificacion de senal, detectando
por quimioluminiscencia de forma cualitativa
dieciocho (18) tipos de ADN del VPH. La HC2
VPH ADN, identific6 entre dos (02) grupos de
ADN de VPH: los tipos de VPH de bajo riesgo
6/ 11/42/ 43/ 44;y los tipos de VPH con riesgo
intermedio/alto 16/ 18/ 31/ 33/ 35/ 39/ 45/
51/ 52/ 56/ 58/ 59/ 68, pero no determina el
tipo de VPH especifico presente.

Atencio T.,R. etal.

Analisis Estadistico

Los datos obtenidos fueron ordenados y
analizados estadisticamente mediante el pro-
grama GraphPad Instat Version 4 (San Die-
go, CA, USA). Se aplicaron determinaciones
de estadistica descriptiva (media aritmética,
desviacion estandar, porcentajes, entre
otros). Como prueba de asociaciéon de varia-
bles cualitativas se utiliz6 el Ji-cuadrado con
conversion de Yetes con un limite de signifi-
cancia de p<0,05.

Resultados

De un total de 65 pacientes con lesiones
preinvasivas de cuello uterino se pudo obser-
var que 10 pacientes resultaron positivos a
VPH con un 15,38% y 55 negativas con un
84,61%. Igualmente se muestra la prevalen-
cia de infeccion por VHS con 20,0% (13/65)
de casos positivos y 80,0% (52/65) negativos
sin presentar diferencia estadistica significa-
tiva. Las muestras de tejido cervical de las
mujeres controles no fueron positiva para
ninguno de los virus estudiados.

La Tabla 1 muestra la prevalencia de VPH
y VHS en mujeres con lesiones preinvasivas de
cuello uterino distribuidas de acuerdo al tipo
de lesion encontrada, donde de las 65 mujeres
con lesiones intraepiteliales escamosas (LIE),
el 76,02% (50/65) presentaron LIEbg, con
once (11) casos de VHS (22,0%) y cinco (5) ca-
sos de VPH (10,0%). Mientras que en las quin-
ce (15) (23,07%) mujeres con LIEag, se obser-
varon dos (2) casos de VHS (13,3%) y cinco (5)
casos de VPH (33,3%). Demostrandose una di-
ferencia significativa entre las pacientes VPH
positivo con grado de lesion LIEag en relacion
a las mujeres con LIEbg.

Con respecto al genotipo de VPH de altoy
bajo riesgo, determinado por el método de cap-
tura de hibrido 2, se pudo observar la presencia
de uno (1) o varios genotipos de VPH de alto
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Tabla 1. Prevalencia de VPH y VHS en mujeres con lesiones preinvasivas de cuello uterino segin

el tipo de lesion.

Tipo de Lesién n°/% VHS + % VPH + %
LIEbg 50/76,92 11 22,0 5% 10,0
LIEag 15/23,07 2 13,33 5 33,33
Total 65/100 13 20,0 10 15,38

*p<0,05 con respecto a VHS positivo — LIEbg.

LIEbg (Lesidn intraepitelial escamosa bajo grado).
LIEag (Lesion intraepitelial escamosa alto grado).

riesgo en ambos tipos de lesiones, en tres (3)
pacientes (60,0%) con LIEbg y en cinco (5)
pacientes (100%) con LIEag, mientras que en
solo dos (2) pacientes con LIEbg se obtuvo
uno (1) o varios genotipos de bajo riesgo (6,
11, 42, 43, 44), con un 40% (Tabla 2).

En la Tabla 3, se evidencia la prevalen-
cia de coinfeccién de VHS/VPH y su relacion
con el grado de lesiéon, encontrandose un (1)
caso positivo para ambos virus, el cual co-
rresponde a lesiones del tipo LIEag, no ob-
servandose diferencia significativa.

Los resultados obtenidos por estudio ci-
tologico, muestran la presencia de forma su-
gestiva de infeccién por VPH en un 36,6%,
mientras que los resultados obtenidos por
PCR fueron un 15,4%, con diferencias signifi-
cativas (p<0,05) entre ambos resultados (Ta-
bla 4).

En relacion a las caracteristicas epide-
mioldgicasy a los factores de riesgo, se obser-
v6 que el promedio de edad en las mujeres in-
fectadas por ambos agentes virales fue de
31,76 afios (X+DS:15+46 anos). Se observo
para VHS una incidencia de 37,5% para el
grupo etario de 21-25 anos (X+DS:22,5 + 1,5
anos), y para VPH una incidencia de 25%
(X£DS:22,4 + 1,4 anos). Con el inicio de la
primera relacion sexual, la mayor incidencia
para VHS fue observada en las pacientes en-
tre los 16-20 anos (28,2%), y para VPH el
grupo de mayor incidencia fue el de 26-30
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anos con el 33,3% (Datos no mostrados). En
cuanto a la presencia de VHS y VPH en rela-
cion al nimero de compafieros sexuales, la
mayor incidencia para ambos virus fue ob-
servada en mujeres que tuvieron tres (3) o
mas compaiieros sexuales (22,2%).

Segun el tipo de relacion genital, en el
caso de VHS ano-genital fue la mas comun
con 33,3% y para VPH la genital con 18,7%
(Datos no mostrados).

Discusion

Los virus oncogénicos (VHS y VPH) de-
sempefan un papel etiologico de gran impor-
tancia del Cu en la mujer. En la presente in-
vestigacion la incidencia de VHS (20%) y
VPH (15,38%) result6 similar a la reportada
por Lascano — Ponce y cols. en 2001, con un
14,5% para VPH y un 29,8% en un grupo de
mujeres de Ciudad de México (12).

El porcentaje de casos positivos para
VHS es similar al reportado por otros investi-
gadores quienes obtuvieron un 29,1% y un
25%, utilizando ambos el método de Inmu-
nofluorescencia Directa (IFD) (13,14), hecho
contrario por Benedetti et al (15) y Conde et
al. (16) con 90,9% y 60,5% respectivamente
utilizando estas técnicas seroldgicas. Por otro
lado Aryee et al. mediante técnicas de PCR en
tiempo real reportaron un 43% de prevalen-
cia de VHS de las mujeres estudiadas (17).
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Tabla 2. Distribucion de genotipos de VPH de alto y bajo riesgo segin el tipo de lesion.

Genotipos LIEbg LIEag

de VPH n° % n° %
Alto Riesgo 3/5 60,0 5/5 100,0
Bajo Riesgo 2/5 40,0 0,0 0,0

LIEbg (Lesi6n intraepitelial escamosa bajo grado).
LIEag (Lesion intraepitelial escamosa alto grado).

Tabla 3. Prevalencia de coinfecciéon de VPH y VHS en mujeres con lesiones preinvasivas de cue-

llo uterino segtn el tipo de lesion.

Tipo de VHS+ % VHS+ % VHS- % VHS- %
Lesion VPH- VPH+ VPH+ VPH-
LIEbg 11 91,66 o] 0 5 55,55 33 63,46
LIEag 1 8,33 1 100,0 4 44,44 9 17,30
Total 12 16,21 1 1,35 9 12,16 52 70,27

LIEbg (Lesion intraepitelial escamosa bajo grado).
LIEag (Lesion intraepitelial escamosa alto grado).

Tabla 4. Métodos diagndsticos utilizados para determinar la presencia y el tipo de lesion en las

mujeres evaluadas

Método VPH- VPH+
Diagnostico n° % n° %
Citologia 36/65 64,4 29/65 *36,6
PCR 55/65 84,6 10/65 15,4

* p<0,05 entre ambos métodos de diagnostico.

La frecuencia de la infeccién por VPH
observada en el presente estudio se apoya en
diversas investigaciones a nivel regional, na-
cional e internacional (11-18). Sin embargo,
los resultados obtenidos por Araujo et al. (19)
con 36,6%, Howaidea et al. (20) con 65,9%
de positividad para VPH, en todas las investi-
gaciones anteriores las poblaciones estudia-
das presentaban caracteristicas y factores de
riesgo similares.

El mayor porcentaje de las mujeres
(76,92%) present6 LIEbg y solo en un 23,07%
se observo LIEag. Tanto el VHS como el
VPH; se observaron en los diferentes grados
de lesiones de Cu. Estos resultados sugieren

que la presencia de ambos agentes virales pa-
recen inducir la apariciéon de lesiones intrae-
piteliales de bajo grado. La mayoria de los ca-
sos positivos para VHS se identificaron en
mujeres con LIEbg y solo dos (02) casos se
correspondieron con LIEag. Diferentes in-
vestigaciones han demostrado que este virus
es un cofactor, responsable de importantes
alteraciones que estan relacionadas con el
desarrollo de Cancer Cervical (21).

Las mujeres con LIEbg presentaron el
40,0% de VPH de bajo riesgo y el 60,0% ge-
notipos de alto riesgo con relaciéon a LIEag,
todos los genotipos identificados fueron de
alto riesgo. Lo que parece demostrar la cerra-
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da relacion entre un genotipo de VPH de alto
riesgo y la aparicion de una displasia cervical
de alto grado. Resultados similares a los an-
teriores fueron descritos por Gonzalez y cols.
(22), ellos reportaron una alta correlacion
(88%) entre los tipos de VPH de alto riesgo y
el LIEag en las pacientes estudiadas, asi mis-
mo, Grettell y Bosques (23); sugieren que la
infeccion por VPH es una condicién necesa-
ria para el desarrollo de neoplasias intraepi-
teliales cervico uterinas.

Al correlacionar la presencia de VHS y
VPH con los diferentes grados de lesiones, no
se encontrd ninguna diferencia significativa
en relacién a la presencia de ambos virus y las
lesiones de CU, dado que la suma de ambas
infecciones no plantearon un mayor riesgo de
lesiones preinvasivas de Cuello uterino, debi-
do a que solamente se encontr6 un (01) caso
de coinfeccion y este a su vez correspondio6 a
LIEag. Sin embargo, tomando en cuenta que
las mujeres infectadas con VHS y VPH de alto
riesgo, tienen mayor posibilidad de desarro-
llar cancer cervical en relacion con aquellas
mujeres infectadas con uno de estos virus
(24,25). Es importante destacar que a pesar
de haberse detectado solo un caso de infec-
cion mixta (VHS/VPH), este se encontrd en
lesiones de alto grado, lo que hace probable
que las infecciones con otros agentes etiol6-
gicos pueden ser un factor de riesgo en el de-
sarrollo de una neoplasia cervical, esta hipo-
tesis ha sido reportada en otros estudios
(26-27). Mott et al. (28), en sus investigacio-
nes demostr6 el potencial oncogénico que
posee la coinfeccion por ambos virus.

En relacion al grupo etario, el mayor nt-
mero de casos de VHS fue entre los 21-25
anosigual que en aquellas mujeres VPH posi-
tiva. Es bien sabido que la prevalencia de las
lesiones preinvasivas ocurren generalmente
en el grupo de edad entre 20y 40 afios con un
pico de incidencia a los 30 afios de edad. Tra-
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bajos realizados por Maria Scuceces et al.
(29) del Hospital Central de Maracay y Am-
bulatorio “Maria Teresa Toro”. Estado Ara-
gua; indicaron que el promedio de edad fue
32,9 anos. En diversos estudios se ha demos-
trado que ciertos comportamientos, como el
numero de companeros sexuales, el inicio de
relaciones sexuales a temprana edad, la fre-
cuencia y el tipo de relacion sexual, aumen-
tan la probabilidad de desarrollar una infec-
cion por el VHS-2 y/o VPH (30,31).

Mujeres con mas de tres (3) companeros
sexuales aumentaron el porcentaje de infec-
cion para VHS-2 (18,1%), mientras que el
mayor porcentaje de casos con VPH se obser-
v6 en pacientes con dos (2) y mas de tres (3)
compaieros sexuales (32).

La mayoria de los casos positivos de VHS
fueron con LIEbg, este hallazgo difiere lo re-
portado por Smith et al (26)- quienes han afir-
mado que el VHS es un cofactor de la etiologia
como responsable de alteraciones importantes
y su relacion con el Cancer Cervical, mientras
que otros estudios epidemiolégicos han con-
cluido que el VHS-2 no es un factor de riesgo
para la aparicion de cancer cervical (26). Los
datos aportados por numerosos investigadores
sugieren que la infeccién por VPH es una con-
dicion necesaria para el desarrollo de neoplasia
intraepitelial cervical y cancer.

Los resultados obtenidos en el reciente
estudio mostraron una correlacion impor-
tante entre el diagnostico histopatologico y la
presencia de genotipos de alto y bajo riesgo
del VPH. Los genotipos de alto riesgo estu-
vieron presentes en las pacientes que presen-
taron LIEag, mientras que los de bajo riesgo
fueron localizados en las biopsias con LIEbg.
La aparicion conjunta de la infeccion por el
VHS y el VPH aumenta considerablemente el
riesgo de desarrollar Cancer de Cuello Uteri-
no, aunque este, se desarrolla lentamente,
con el paso de los afios, la deteccion periodi-
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ca, junto con la eliminacion de cualquier le-
sion, es muy eficaz para la prevencion del
Cancer invasivo.
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