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Resumen

Objetivo: Determinar la frecuencia del virus
de papiloma humano de alto riesgo onco-
génico (HR-HPV) por captura hibrida II ®
(CHII®) segun hallazgos citolégicos en mu-
jeres tratadas por lesiones escamosas intra-
epiteliales (SIL) de cuello uterino. Material
y Método: Estudio descriptivo de corte
transverso de una serie de casos, en donde
se incluyeron 122 mujeres tratadas, 79 (65%)
por SIL de bajo grado (LSIL) y 43 (35%) por
SIL de alto grado (HSIL) que concurrieron
al Laboratorio de HPV del Instituto de
Investigaciones en Ciencias de la Salud,
Universidad Nacional de Asuncién, para
realizarse un control post-tratamiento, pe-
riodo 2006/2010. Resultados: Se observo un
total del 28% (34/122) de mujeres tratadas
por SIL positivas para HR-HPV, detectdndo-
se infeccién viral en un 20% de las mujeres
con ausencia de SIL (NSIL) (22/108), 83% de
las mujeres con LSIL (10/12) y 100% de las
mujeres con HSIL (2/2). De las 34 mujeres
positivas para HR-HPV, 10 mujeres (29%)
presentaron valores altos (100 pg/mL o
mads) de carga viral relativa, detectdndose un
aumento de casos positivos con la severidad
delalesion (28% NSIL, 30% LSIL, 50% HSIL).
Conclusién: La deteccién de HR-HPV por
CH II®, asi como los valores de carga viral
relativa altos, en especial en mujeres con
NSIL podrian ayudar a identificar mujeres
tratadas con riesgo a desarrollar recidivas,
contribuyendo asi a fortalecer el programa
de prevencion de cdncer de cuello uterino.

Palabras claves: HPV. Control post tra-
tamiento. Captura Hibrida II ®. Mujeres
Paraguayas. Carga viral relativa. Diagndstico
citolégico.
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Abstract

Objective: To determinate the frequency of
high risk human papillomavirus (HR-HPV)
by hybrid capture II ® (CH II®), according
cytology results in women treated for squa-
mous intraepithelial lesions of the cervix
(SIL). Material and Methods: A descriptive
cross-sectional study of a series of cases
thatincluded 122 women treated, 79 (75%)
for low grade SIL (LSIL) and 43 (35%) for
high grade SIL (HSIL) attending at the HPV
Laboratory at the Health Sciences Research
Institute (IICS), National University of
Asuncién (UNA), for post-treatment control
during period 2006/2010. Results: A total
of 28% (34/122) of women treated for SIL
were positive for HR-HPV, detecting viral
infection in 20% of women with no SIL
(NSIL) (22/108), in 83% of women with LSIL
(10/12) and in 100% of women with HSIL
(2/2). Of 34 women positive for HR-HPYV,
10 women (29%) had high values (100 pg /
mL or more) of relative viral load, detecting
an increase of positive cases with severity of
the lesion (28% NSIL, 30% LSIL, 50% HSIL).
Conclusion: HR-HPV detection by CH II®
and high relative viral load values especially
in women with NSIL could help to identify
treated women at risk of developing recur-
rence, thereby contributing to strengthening
the cervical cancer prevention program.

Keywords: HPV. Post-treatment control.
Hybrid Capture II ®. Paraguayan women.
Relative viral load. Cytological diagnosis.

Introduccion

El céncer de cuello uterino es el tercer
cdncer mds frecuente en mujeres en el
mundo, con 529.828 nuevos casosy 275.128
muertes, de las cuales 31.712 se dieron en
Latino América y el Caribe. El 85% de los
casos nuevos ocurre en paises en vias de
desarrollo. La tasa de incidencia estanda-
rizada por edad en América del Sur es de
24,1 x100.000 mujeres. En Paraguay la tasa
de incidencia y mortalidad es de 35,0 y 16,6
x 100.000 mujeres respectivamente. Esta
tasa es muy superior a las registradas en
otros paises vecinos como Argentina, Brasil,
Uruguay y Chile'.

El virus del papiloma humano (HPV)
es un factor necesario para el desarrollo de
céancer de cuello uterino, existen mds de 100
tipos de HPV, de ellos aproximadamente 40
infectan a la mucosa anogenital, éstos se
clasifican segin su potencial oncogénico
en virus de alto riesgo (HR-HPV) y de bajo
riesgo (LR-HPV), siendo los HR-HPV (16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, y 66)
detectados en méds del 95% de los casos de
céancer de cuello uterino®®.

La citologia, es un método sencillo y de
bajo costo utilizado para detectar el efecto
citopdtico producido por el virus, pero no
determina el tipo viral. Debido a que el HPV
no crece en cultivos celulares convencio-
nales, en los ultimos anos se han utilizado
métodos moleculares que pueden detectar
el genotipo viral como captura hibrida II ®
(CH II®), que detecta 13 tipos de HR-HPV
y proporciona un valor estimativo de carga
viral®’.

No existe auin tratamiento para eli-
minar la infeccién relacionada al HPV,
pero si para las lesiones producidas por
el virus. Las metodologias utilizadas para
el tratamiento son: el procedimiento de
escision electroquirtrgica de lazo (Loop
Electrosurgical Escision Procedure- LEEP),
crioterapiay conizacion. A pesar de la posi-
bilidad de tratar las lesiones intraepiteliales
producidas por el HPV existe probabilidad
de recidiva o bien de desarrollar cancer de
cuello uterino. Si la lesién se extiende al
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margen endocervical el riesgo de fracaso
del tratamiento es mayor, inclusive mujeres
que presentan margenes libres de lesién
poseen un riesgo de fracaso del tratamiento
del 2-6%, independientemente del trata-
miento utilizado. La razén acumulada de
invasion en 8 afios después del tratamiento
es de 5,8 por 1000 mujeres, lo cual a su
vez es 5 veces mayor que en la poblacién
general®.

Ademads de considerar los mdrgenes
quirtirgicos comprometidos como un factor
de recidiva, existen otros cofactores que
favorecen la persistencia o recurrencia de
lesiones escamosas intraepiteliales luego
del tratamiento tales como, edad, paridad,
diagnéstico citolégico y grado de lesion
previo al tratamiento®.

Por lo expuesto es importante un con-
tinuo y meticuloso seguimiento luego del
tratamiento. Estudios recientes sugieren
que el uso combinado de la citologia junto
conla CHII®, aumentan la efectividad para
seleccionar mujeres tratadas con riesgo de
desarrollar lesién escamosa intraepitelial
(SIL) residuales o recidivas, a los seis meses
del tratamiento!®1°.

En Paraguay, estudios previos han ob-
servado una alta frecuencia de HR-HPV en
mujeres con ausencia de lesién de cuello
uterino, asi como de co-factores de riesgo
(elevado nimero de parejas sexuales, multi-
paridad, entre otros) asociados al desarrollo
de cdncer de cuello uterino, comparable o
mayor a los detectados en otros paises en
vias de desarrollo, lo cual podria explicar
en partela altaincidencia de este cdncer en
nuestro pais®.

En el pais no existen trabajos sobre la
frecuencia de HR-HPV en mujeres tratadas
por SIL, por ello, considerando la conducta
sexual de riesgo de las mujeres paraguayas
que podria favorecer la adquisicién de
infeccidn viral pos-tratamiento y aumen-
tar el riesgo de recidiva, el objetivo del
presente estudio preliminar fue determi-
nar la frecuencia de HR-HPV por CH II®
seglin resultados citolégicos en mujeres
tratadas por SIL de cuello uterino, periodo
2006-2010.

Materiales y Métodos
Poblacion

Estudio descriptivo de corte trans-
verso de una serie de casos, realizado
con 122 mujeres tratadas de lesiones de
cuello uterino que acudieron consecu-
tivamente al Departamento de Salud
Publica y Epidemiologia del Instituto de
Investigaciones en Ciencias de la Salud
(IICS) de la Universidad Nacional de
Asuncién (UNA) en el periodo 2006/2010
con indicacién médica para realizarse la
deteccién de HR-HPV por CH II®.

Las mujeres tratadas fueron derivadas
al IICS, UNA, de distintos Centros de Salud
Publicos y Privados del Departamento
Central de Paraguay. En el presente estudio
se incluyeron mujeres que contaron con
un diagndstico cito-histolégico de lalesién
previo al tratamiento, que fueron tratadas
con una antecedencia de al menos 6 meses
y que posterior al tratamiento contaron
con un diagndstico citolégico actualizado
al momento de realizarse la deteccion de
HR-HPV por CHII®. Se excluyeron aquellas
que acudieron al IICS, UNA, con mads de 2
anos de haberse realizado el tratamiento. E1
tratamiento aplicado dependi6 del criterio
médico y se bas6 en el Manual Nacional
de Normas y Procedimientos para la
Prevenciony el Control de Céncer de Cuello
Uterino del Ministerio de Salud Ptblica y
Bienestar Social del Paraguay*.

Previo al tratamiento, de las 122 muje-
res, 79 presentaron diagndstico histolégico
confirmado de SIL de bajo grado (LSIL) y
43 de SIL de alto grado (HSIL). Del total de
mujeres, 97 fueron tratadas con LEEP y 25
con conizacion.

A todas las mujeres incluidas se les rea-
liz6 un cuestionario que constaba de datos
demogréficos, antecedentes socioeconé-
micos, gineco-obstétricos y de conducta
sexual. Toda la informacion fue procesada
respetando la confidencialidad de las
pacientes. El trabajo fue aprobado por el
Comité de Etica del IICS de la Universidad
Nacional de Asuncion, N° M07/10.
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El tamafio de muestra minimo de 144
mujeres tratadas fue calculado utilizando
la tabla del apéndice 13E para un estudio
descriptivo con variable dicotémica, con-
siderando un 30% la frecuencia esperada
de HR-HPV luego del tratamiento, con una
amplitud (w) del 0,15 y un intervalo de con-
fianza del 95%%.

Deteccion de lesiones de cuello uterino en
las mujeres tratadas por citologia

El estudio citolégico fue realizado en los
Centros de Salud participantes. La toma de
muestra consistio en un cepillado de cuello
uterino que fue colocado en una lamina
esmerilada correctamente identificada.
Brevemente, las ldminas fueron sumergidas
por 15 minutos en un recipiente de boca an-
cha con alcohol rectificado (96 %) suficiente
para cubrir toda la superficie de la misma.
Luego, se retir6 la ldmina del recipiente
dejdndola secar durante 10 minutos y se
coloco spray fijador. Los resultados citol6-
gicos fueron clasificados segtn el sistema
Bethesda 2001%.

Deteccion de HR-HPV en las mujeres
tratadas por CH II

La muestra fue colectada en el IICS,
UNA, utilizando un cepillo endocervical
(cytobrush), el cual fue introducido en un
tubo colector, proveido por la empresa
fabricante, Qiagen (Alemania).

Las muestras fueron procesadas por el
método de CH II que detecta 13 tipos de
HR-HPV: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59 y 68. Siguiendo el protocolo del
fabricante, las muestras cervicales fueron
tratadas con hidréxido de sodio a fin de
desnaturalizar el DNA. El DNA de simple
hebra se hibridizé en solucién con un coctel
de sondas de RNA delos 13 tipos de HR-HPV.
Cadamezcla de reaccién conteniendo algiin
hibrido RNA-DNA, fue trasferido a una
microplaca de pocillos sensibilizados con
anticuerpos contra hibridos, permitiendo
su inmovilizacién. El RNA-DNA hibrido
ligado al anticuerpo fue puesto en contacto
con un segundo anticuerpo conjugado a
una fosfatasa alcalina. El material no ligado

fue removido por sucesivos lavados, luego
se agreg6 un reactivo quimioluminiscente
(Lumi-Phos 530), como sustrato para la
fosfatasa alcalina. La luminiscencia pro-
ducida por la reaccién fue medida por un
luminémetro. La unidad de medida de luz
fue expresada como unidades relativas de
luz (RLUs). Los controles positivos y nega-
tivos proveidos por Qiagen fueron utilizados
por triplicado.

Elvalor de carga viral relativa fue obteni-
do comparando las URL de la muestra con
las del control positivo (URL/CP). Se consi-
der6 positivala muestra con valores de URL/
CP>1,0 pg/mL. La carga viral relativa fue di-
vidida en cuatro categorias segtin sus valo-
resde pg/mL; de 1 amenores que 10 pg/mL
(carga viral relativa baja), de 10 a menores
que 100 (carga viral relativa intermedia), de
100 amenores que 1000 (carga viral relativa
alta), igual o mayores que 1000 (carga viral
relativa muy alta)?’.

Cabe destacar, que los profesionales
que participaron en el procesamiento de las
muestras e informe de resultados de CHII®
desconocieron los resultados de citologia,
por tanto, existié independencia en la lec-
tura de resultados de ambas metodologias.

Andlisis Estadistico

El andlisis de los datos se realiz6 emple-
ando procedimientos de estadistica descrip-
tiva y el programa (CDC, Atlanta) Epilnfo
version 3.2. Para identificar la asociacién
entre tipo de tratamiento, tiempo transcur-
rido a partir del tratamiento y frecuencia de
la infeccién por HPV se realiz6 el andlisis de
Chi cuadrado por el programa de Epilnfo
version 3,2. Para todos los andlisis de datos
realizados, los valores de p<0,05 fueron con-
siderados estadisticamente significativos.

Resultados

La edad promedio de las 122 mujeres
incluidas en el estudio fue de 34 + 10 afios
(ICys4, 17-67). Fue posible obtener informa-
cién acerca de las caracteristicas socioe-
conomicas, antecedentes obstétricos y de
conducta sexual del 86% de la poblacion en

Deteccion del virus del papiloma humano de alto riesgo por captura hibrida I1® segun hallazgos citolégicos en mujeres

Mongelés, P.et al.

Rev Bras Epidemiol
2013;16(1): 40-8



Tabla 1 - Caracteristicas socioecondmicas, antecedentes obstétricos y conducta sexual de las
mujeres tratadas por lesiones escamosas intraepiteliales de cuello uterino.
Table 1 - Socioeconomic characteristics, obstetric history and sexual behavior among women

treated for cervical squamous intraepithelial lesions.

Variables* n (%)
Nivel Académico

Primaria completa 32 (30)

Secundaria completa y mas 73 (70)
Habito de fumar

Si 7(7)

No 98 (93)
Uso de Anticonceptivo hormonal

Si 35(33)

No 70(67)
Embarazo

Presencia 80 (76)

Ausencia 25 (24)
N° de embarazos

>2 34 (32)

<2 46 (44)
Edad en el primer embarazo

<19 28 (27)

>19 52 (50)
Edad de inicio de relaciones sexuales (afios)

<19 57(54)

=19 48 (46)
N° de parejas sexuales

>2 40 (38)

<2 65 (62)

*Fue posible obtener informacién acerca de las caracteristicas socioecondmicas, antecedentes obstétricos y conducta sexual

del 86% de la poblacién en estudio (105/122 mujeres).

* Information about socioeconomic characteristics, obstetric history and sexual behavior could be obtained from 86% of the study

population (105/122 women).

estudio (105/122 mujeres) (Tabla 1).

En total se observé un 28% (34/122)
de mujeres tratadas por SIL positivas para
HR-HPYV, detectdndose infeccién viral en
un 20% de las mujeres con ausencia de SIL
(NSIL) (22/108), 83% de las mujeres con
LSIL (10/12) y 100% de las mujeres con HSIL
(2/2) (Tabla 2).

Cabe destacar, que no se observaron
diferencias significativas entre las frecuen-
cias de HR-HPV segun tipo de tratamiento,
presentando presencia de infeccién viral
27/97 (28%) mujeres tratadas con LEEP y
7125 (28%) mujeres tratadas con conizacién
(p=0,7.

Con respecto al tiempo transcurrido a

partir del tratamiento, no se observo dife-
rencia significativa entre las frecuencias de
HR-HPV en las mujeres que asistieron para
realizarse deteccion de infeccién viral hasta
1 afo posterior al tratamiento (32% 25/77
mujeres), y las que asistieron luego del afio
(20%, 9/45 mujeres), p =0,1.

En relacion a la carga viral relativa, del
total de mujeres positivas para HR-HPV se
observé un 29% (10/34) con valores altos o
mds. Segun el diagnoéstico citoldgico, pre-
sentaron valores de carga viral relativa alta
0mas un 28% de mujeres con NSIL, 30% con
LSILy 50% con HSIL. Cabe destacar que en
mujeres con HSIL no se observaron valores
de carga viral relativa baja (Tabla 3).
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Tabla 2 - Resultado de HR-HPV por CH II® en mujeres tratadas por lesiones escamosas

intraepiteliales segun el diagndstico citoldgico.

Table 2 - HR-HPV results for CH II® in women treated for cervical squamous intraepithelial lesions

according cytologic diagnosis.

Infeccién por HR-HPV

Diagnostico citoldgico n

Positivo n (%) Negativo n (%)
NSIL 108 22 (20) 86 (80)
LSIL 12 10 (83) 2(17)
HSIL 2 2(100) 0(0)
Total 122 34(28) 88(72)

HR-HPV: virus del papiloma humano de alto riesgo; NSIL: ausencia de lesion intraepitelial escamosa; LSIL: lesion intraepitelial
escamosa de bajo grado; HSIL: lesién intraepitelial escamosa de alto grado.
HR-HPV: high risk human papilloma virus; NSIL: no squamous intraepithelial lesion, LSIL: low grade squamous intraepithelial le-

sion; HSIL: high grade squamous intraepithelial lesion.

Tabla 3 - Frecuencia de mujeres tratadas por lesiones escamosas intraepiteliales positivas para
HR-HPV por CH II® segun valores de carga viral relativa.
Table 3 - Frequency of women treated for cervical squamous intraepithelial lesions positive for HR-

HPV by CH lI® accoding relative viral load values.

Valores de carga viral relativa (pg/mL)

Diagnostico Baja Media Alta Muy alta Total

citolégico (1 <10) (10<100) (100 <1000) (21000 .
n (%) n (%) n (%) n (%)

NSIL 10 (45) 6(27) 4(18) 2(10) 22

LSIL 5(50) 2(20) 2(20) 1(10) 10

HSIL 0(0) 1(50) 1(50) 0(0) 2

Total 15 (44) 9(26) 7 (21) 3(9) 34

NSIL: ausencia de lesion intraepitelial escamosa; LSIL: lesion intraepitelial escamosa de bajo grado; HSIL: lesién intraepitelial

escamosa de alto grado.

NSIL: no squamous intraepithelial lesion; LSIL: low grade squamous intraepithelial lesion; HSIL: high grade squamous intraepithe-

lial lesion.
Discusion

El Paraguay, es un pafs con alta inciden-
cia de lesiones pre-neopldsicas y cancer
de cuello uterino, considerdandose este un
problema de salud publica. El estudio rea-
lizado presenta resultados preliminares de
la deteccién de HR-HPV por CH II® segin
diagnéstico citolégico en mujeres tratadas
por SIL.

En el presente trabajo la frecuencia de
mujeres tratadas por SIL positivas para HR-
HPV (28%) fue comparable o mayor a las de-
tectadas en Brasil de 33% (22/67 mujeres) y
22% (16/74 mujeres); Corea del 18% (44/243
mujeres) y Bélgica del 29% (21/72 mujeres),
presentando en estos estudios las mujeres

positivas para HR-HPV una alta frecuencia
del 18 al 44% de recidivas de SIL!62%30. 10
cual sugiere, que realizar la deteccién de
HR-HPV post-tratamiento, podria ser una
herramienta ttil en el seguimiento y orien-
tacion de las mujeres tratadas.

En relacidn a la citologia, 20% de muje-
res con NSIL fueron positivas para HR-HPV.
Esta falta de concordancia entre CH II® y
la citologia podria deberse a que la técnica
de CH II® permite detectar la presencia
viral aun en ausencia de lesién®#. Estudios
previos sugieren que mujeres con NSIL y
positivas para HR-HPV poseen mayor riesgo
de desarrollar lesiones de cuello uterino,
observando Koutsky et al, que un 30% de
mujeres con diagndstico citolégico normal
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y positivas para HR-HPV desarrollaron
lesion intraepitelial en el transcurso de 2
anos. Cabe destacar, que el 80% (86/122) de
mujeres con NSIL presentaron resultados
negativos para HR-HPV, las cuales, consi-
derando el alto valor predictivo negativo
de CHII®, presentan un riesgo reducido de
desarrollar lesiones de alto grado!*16-1831-35,

Losresultados observados en el presente
trabajo sugieren que la frecuencia de HR-
HPV en las mujeres tratadas no varia en
relacion al tipo de tratamiento y al tiempo
transcurrido para realizarse el control post
tratamiento (hasta 2 afios), lo cual podria
deberse a que existen otros factores que
podrian influir en la persistencia de infec-
cién por HR-HPV posterior al tratamiento.
Estudios previos observaron que mujeres
con HSIL infectadas con HPV 16, 18, 33 y
45, asi como con multiples tipos de HPV
pre-LEEP o conizacidn, poseen una frecuen-
cia significativamente mayor de recidivas o
recurrencias de la infeccién viral después
del tratamiento'>3637,

Con respecto a la carga viral relativa,
trabajos previos sugieren que pacientes
con carga viral relativa alta y persistente
presentan un riesgo aumentado a desar-
rollar HSIL en un corto periodo de tiempo
inclusive en ausencia de alteraciones cito-
l6gicas detectables®**. En concordancia a
los resultados observados en este estudio,
en relacion al diagnéstico citolégico, al
aumentar la severidad de SIL se observé

una mayor frecuencia de mujeres con una
carga viral alta o muy alta. Cabe destacar,
que en mujeres con HSIL no se observaron
valores de carga viral relativa baja, lo que
indica al igual que otros trabajos que mu-
jeres positivas para HR-HPV con carga viral
relativa baja presentan menor probabilidad
de desarrollar lesiones de HSIL. Por tanto,
los resultados sugieren que los valores de
carga viral relativa podrian contribuir a
orientar el control post tratamiento de las
mujeres, identificando las mujeres con
mayor riesgo de volver a desarrollar lesién
de cuello uterino®.

A pesar que el presente estudio posee
algunas limitaciones, debido a que no fue
posible completar el tamafo de muestra de
144 mujeres y no se contaron con los datos
de carga viral relativa de las mujeres previo
al tratamiento, los resultados observados
sugieren que la utilizaciéon de la CH II®
para deteccién de HR-HPV y determinacién
de la carga viral relativa en forma comple-
mentaria a la citologia podrian contribuir
a identificar mujeres tratadas por lesiones
pre-neopldsicas con mayor riesgo de desar-
rollar recidivas. Los datos obtenidos podrian
contribuir a fortalecer el Programa Nacional
de Prevencidn, Deteccién y Tratamiento de
Cancer de Cuello Uterino, del Ministerio de
Salud Publicay Bienestar Social (MSPy BS),
el cual estd orientado a mejorar el servicio
en las unidades de Atencion Primaria de la
Salud (APS).
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