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Frequency and relative viral load of high risk human papilloma virus
according to the cytological diagnosis in paraguayan women by hybrid
capture 11
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RESUMEN

El cancer de cuello uterino es el tumor maligno mas frecuente en mujeres de
Latinoamérica y su agente causal es el virus del papiloma humano (HPV). Recientemente
en Paraguay incorporamos el método de captura hibrida Il (CH I1), el cual detecta 13
tipos de HPV de alto riesgo oncogénico (HR-HPV) y proporciona valores relativos de carga
viral. El objetivo del estudio fue determinar la carga viral relativa de HR-HPV por CH Il
segun el diagndstico citolégico. Fueron incluidas 566 mujeres (33 + 10 afos) atendidas
en el Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud 2006/2009. Fue detectado HR-
HPV en 43% de las mujeres (241/566), observandose una alta frecuencia del 23% en
mujeres con ausencia de lesion intraepitelial (NSIL). Segun el diagndstico citologico, se
evidencié una diferencia altamente significativa entre los valores de carga viral relativa
(p<0,0001; Kruskal Wallis), observandose un aumento de carga viral relativa de mujeres
con NSIL a mujeres con SIL (68 pg/ml en ausencia de SIL; 710 pg/ml para SIL de bajo
grado-LSIL y 474 pg/ml para SIL de alto grado-HSIL). No se observé cambio significativo
en la carga viral relativa entre LSIL y HSIL (p=0,60; prueba t de Student). Los resultados
sugieren que los valores de carga viral relativa proporcionados por CH Il pueden ser
considerados como un indicador importante en el manejo de mujeres con sospecha de
SIL.

Palabras claves: Carga viral relativa; virus del papiloma humano de alto riesgo; captura
hibrida 11; diagnéstico citoldgico.

ABSTRACT

Cervical cancer is the most frequent malignant tumor in women of Latin America being
human papillomavirus (HPV) the main causative agent. Recently in Paraguay, we
incorporated the method of hybrid capture Il (CH IlI) which detects 13 types of HPV of
high oncogenic risk (HR-HPV) and provides relative values of viral load. The aim of this
study was to determine the frequency and relative viral load of HR-HPV by CH II
according to the cytological diagnosis. There were 566 women (33 + 10 years) included
in the study that attended the Research Institute in Health Sciences during the period
2006/2009. HR-HPV was detected in 43% of the women (241/566), being observed a
high frequency of 23% in women negative to squamous intraepithelial lesions (NSIL).
According to the cytological diagnosis, there was a highly significant difference between
the values of relative viral load (p <0.0001; Kruskal Wallis), with an increase of relative
viral load of women with NSIL to women with SIL (mean values: 68 pg/ml in NSIL; 710
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pg/ml in low grade SIL-LSIL and 474 pg/ml in high grade SIL-HSIL). Significant change
was not observed in the relative viral load between LSIL and HSIL (p=0.60; Student’s t
test).The results suggest that the values of relative viral load provided by CH Il could be
considered an important indicator for managing women with suspicion of SIL.

Keywords: Relative viral load; high risk human papilloma virus; hybrid capture II;
cytological diagnosis.

INTRODUCCION

El cancer de cuello uterino es el tumor maligno mas frecuente en la poblacién femenina
de los paises latinoamericanos, entre los cuales, el Paraguay ocupa el tercer lugar en
incidencia con una tasa de 53,2x100.000 mujeres (1,2).

El virus del papiloma humano (HPV) es la causa principal del cancer cervical (3,4).
Aproximadamente 40 tipos de HPV infectan la mucosa cervical y son clasificados como
HPV de bajo riesgo oncogénico (LR-HPV) o HPV de alto riesgo oncogénico (HR-HPV)
basados en asociaciones epidemiolégicas conocidas (4). HR-HPV son detectados en mas
del 99% de los casos de carcinoma cervical (4,5). Por ello, es importante evaluar la
presencia de los tipos de HPV en las pruebas realizadas para el cribado del cancer de
cuello uterino.

Los métodos morfolégicos convencionales utilizados en la detecciébn de lesiones
cervicales son, el estudio citolégico cérvico-vaginal (Papanicolaou-Pap), la colposcopia y
el estudio histopatoldgico, de los cuales, el estudio citoldgico es el método mas sencillo y
de bajo costo para detectar el efecto citopatico del HPV mediante la observacion de
células coilociticas. La desventaja de los métodos convencionales es que no permiten
determinar el tipo de HPV y su carga viral (6).

El HPV no puede ser aislado en células, por ello las pruebas diagnésticas dependen de
técnicas moleculares como el método de captura hibrida Il (CH Il) que permite detectar
en forma rapida el ADN viral de 18 tipos de HPV de alto y bajo riesgo oncogénico, con una
sensibilidad de 1 pg/ml de ADN viral. Ademas, esta técnica molecular proporciona valores
de carga viral relativa siendo la Unica aprobada por la Food and Drugs Administration—
FDA (7).

A pesar que la relacion existente entre la carga viral y el grado de severidad de la lesion
ha sido investigada por varios estudios, la misma aun no esta clara (8-11). Estudios
actuales han sugerido que la carga viral de HR-HPV permite orientar el seguimiento de
mujeres con sospecha de lesiones cervicales (12,13).

Considerando que el Paraguay posee una alta incidencia de cancer de cuello uterino, el
objetivo de este estudio descriptivo de corte transverso, es determinar la frecuencia y la
carga viral relativa de HR-HPV detectada por CH II® segun el diagndstico citolégico en
mujeres paraguayas, a fin de proporcionar a los profesionales una herramienta
diagndstica complementaria a los métodos convencionales de modo a orientar el manejo
clinico de las pacientes.

MATERIAL Y METODOS
Poblacién

Fueron incluidas 566 mujeres remitidas para realizarse la determinacién de HPV de alto
riesgo al Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud (I1ICS) de la Universidad
Nacional de Asuncién entre mayo del 2006 a abril del 2009.

Las participantes fueron seleccionadas en forma consecutiva siguiendo criterios
previamente establecidos como tener un diagnéstico citolégico que indique presencia o
ausencia de lesi6bn escamosa intraepitelial dentro del afio correspondiente y sin
histerectomia total. Los diagnésticos citolégicos fueron corroborados con resultados de
anatomia patolégica de las mujeres seleccionadas. La edad promedio de las participantes
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fue de 33+10 afios (rango de 14 a 72 afos). Todos los datos fueron procesados
respetando la confidencialidad.

Diagndstico Citolégico
Los resultados de citologia cervical fueron clasificados segun la terminologia de
Bethesda 2001 (14):
¢ Sin alteraciones: negativa para lesién escamosa intraepitelial o malignidad (N-SIL).
ASCUS: presencia de células escamosas alteradas de significado incierto.
SIL bajo grado (L-SIL): lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado.
SIL de alto grado (H-SIL): lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado.
Carcinoma

Deteccion de HR-HPV y determinacion de su carga viral relativa por el método de
CHII®

Las muestras cervicales de las mujeres participantes del estudio fueron colectadas
utilizando un cepillo endocervical, transportadas en un tubo colector proveido por Qiagen,
(Gaithersburg, MD, USA) y guardadas a -80 °C hasta su procesamiento.

El procesamiento se llevé a cabo por el método de CH Il que detecta el ADN de 13 tipos
de HR-HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68). Este método consiste en
un proceso que produce sefiales de luz aproximadamente proporcionales a la cantidad de
ADN del VPH presente en la muestra.

La luz emitida fue medida por un luminémetro en unidades relativas de luz (URL). El
valor de carga viral relativa se observé comparando las URL de la muestra con las del
control positivo (URL/CP). Se consider6 positiva la muestra con valores de URL/CP = 1,0
pg/mL.

La carga viral relativa fue dividida en cuatro categorias segun sus valores; de 1 a
menores que 10 pg/mL: carga viral baja, de 10 a menores que 100 pg/mL: carga viral
intermedia, de 100 a menores que 1000 pg/mL: carga viral alta e igual o mayores que
1000 pg/mL: carga viral muy alta (15).

Analisis estadisticos

El analisis estadistico de los datos fue realizado empleando estadistica descriptiva y
analitica (Epilnfo version 3.2, 2004).

La comparacion de los valores de carga viral relativa en los diferentes diagndsticos
citolégicos fue realizada utilizando la prueba de Kruskal Wallis o la prueba de t Student
para estadistica no paramétrica o0 paramétrica respectivamente, considerando
estadisticamente significativos valores de p < 0,05.

RESULTADOS

En relacion al diagnéstico citolégico, 352 de las 566 (62%) mujeres participantes del
estudio presentaron un resultado de N-SIL, 192 (34%) presentaron L-SIL y 22 (4%)
presentaron H-SIL.

La frecuencia de HR-HPV detectada por el método de CH Il ® fue de 43% (241/566
mujeres). Se observo la presencia de HR-HPV en un 23% de mujeres con N-SIL, 72% con
L-SIL y 95% con H-SIL. Los resultados son mostrados en la tabla 1.

Se evidenci6 una diferencia significativa entre los valores de carga viral relativa de HR-
HPV de las 241 muestras de mujeres con diagndsticos citolégicos de NSIL, LSIL y HSIL
positivas por CH Il (p<0,0001; Kruskal Wallis). Se observé una mayor carga viral relativa
en mujeres con SIL en relacién a aquellas con diagnéstico de NSIL, siendo los valores de
medianas obtenidos para mujeres con N-SIL de 68 pg/mL (percentil 550,750, 28—234), con
L-SIL de 710 pg/mL (percentil 50,7500 84—1539) y con H-SIL de 474 pg/mL (percentil 550,
7500 46—1381). No se observo una diferencia significativa de la carga viral relativa entre
LSIL y HSIL (p=0,60-prueba de t Student).
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La distribucién de carga viral relativa de HR-HPV segun diagndstico citoldégico de 133
mujeres positivas para HR-HPV menores de 30 afios y de 108 mujeres de 30 afios 0 mas
es mostrada en la Tabla 2. Fue observada una diferencia significativa entre los valores de
mediana de carga viral relativa en los diferentes diagndsticos citolégicos de cada grupo,
obteniéndose una p de 0,0001 para menores de 30 afios y una p de 0,0028 para 30 afios
o mas (Kruskal Wallis). Es interesante resaltar que a pesar que los valores de mediana de
carga viral relativa de HR-HPV observados en las mujeres menores de 30 afios en los
diferentes diagndsticos citolégicos, son mas elevados que los presentados por las
mujeres de 30 afios 0 mas, no se observaron diferencias significativas para los valores de
carga viral entre ambos grupos para NSIL (p=0,11, Krukal Wallis), LSIL (p=0,36, prueba
t de Student) y HSIL (p=0,17, prueba t de Student).

La distribucidon de la carga viral relativa en las 241 mujeres positivas para HR-HPV por
CH 11 en relacion al diagnéstico citolégico es mostrada en la Tabla 3. Cuarenta y uno de
82 (50%) mujeres con diagnoéstico citolégico de NSIL presentaron valores de carga viral
bajos (menores a 10 pg/mL). Se evidenciaron valores de carga viral intermedios a muy
altos en un 83% (115/138 mujeres) y 95% (20/21 mujeres) de mujeres positivas para
HR-HPV con L-SIL y H-SIL, respectivamente.

Tabla 1. Resultados positivos para HPV de alto riesgo (HR-HPV) por el método
de captura hibrida Il en relacién al diagnéstico citolégico de 566 mujeres.

Citologia Positivo para HR-HPV Total

n® (%) n°®

N-SIL 82 (23) 352
L-SIL 138 (72) 192
H-SIL 21 (95) 22
Total 241 (43) 566

N-SIL: negativa para lesion escamosa intraepitelial
L-SIL: lesi6bn escamosa intraepitelial de bajo grado
H-SIL: lesiébn escamosa intraepitelial de alto grado.

Tabla 2. Comparacion entre valores de mediana de carga viral relativa de 133 mujeres
positivas para HPV de alto riesgo menores de 30 y 108 de 30 afios o mas.

Citologia Carga viral de HR-HPV (pg/ml)
Menor a 30 afios™ 30 afios 0 mas**
Mediana Percentiloso,-7504 Mediana Percentilosoq-7504
N-SIL 60 18 — 319 30 6—121
L-SIL 696 62 — 1539 374 48 — 1049
H-SIL 1321 899 — 1442 257 35—-1212

N-SIL: negativa para lesion escamosa intraepitelial
L-SIL: lesi6bn escamosa intraepitelial de bajo grado
H-SIL: lesiébn escamosa intraepitelial de alto grado
*Kruskal Wallis p=0,0001

**Kruskal Wallis p = 0,0028
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Tabla 3. Distribucion de la carga viral relativa en 241 mujeres positivas para HR-HPV detectada
por el método de captura hibrida Il en relacién al diagnéstico citolégico.

Citologia Carga viral de HR-HPV (pg/mL) Total
la<10 10 a <100 100 a <1000 =1000
n° (%) n° (%) n°® (20) n° (20)
N-SIL 41 (50) 21 (26) 16 (20) 4 (5 82
L-SIL 23 (17) 30 (22) 39 (28) 46 (33) 138
H-SIL 1(5 6 (29) 6 (29) 8 (38 21
Total 65 (27) 57 (24) 61 (25) 58 (24) 241

N-SIL: negativa para lesion escamosa intraepitelial
L-SIL: lesién escamosa intraepitelial de bajo grado
H-SIL: lesién escamosa intraepitelial de alto grado

DISCUSION

Considerando que en el Paraguay el cancer de cuello uterino es el tumor maligno mas
frecuente entre las mujeres y que el HR-HPV es su principal agente causal, es necesario
utilizar herramientas diagndsticas moleculares complementarias a la citologia que
permitan detectar el tipo de HPV y cuantificar la carga viral, a fin de aumentar la eficacia
de los métodos morfolégicos convencionales utilizados para el cribado de cancer de cuello
uterino (2,16).

En el presente estudio se realiz6 la deteccion de HR-HPV y su carga viral relativa por el
método de CH Il en mujeres paraguayas remitidas al 1ICS, observandose presencia de
infeccion viral en un 43% de las mujeres participantes. Este resultado es similar a otros
estudios utilizando la misma metodologia, lo cual indica que aproximadamente el 50% de
las mujeres estan infectadas con HPV, siendo considerado un problema de salud publica
(7,17,18).

Se observo una frecuencia del 23% de HR-HPV en mujeres con N-SIL, lo que puede
deberse a que el método de CH Il posee casi un 100% de sensibilidad y de valor
predictivo negativo (VPN), por tanto puede detectar presencia de infeccion por HR-HPV
aun en ausencia de SIL (6, 16,19). Cabe destacar que debido a su alto valor de
sensibilidad y VPN, el 77% de las mujeres con N-SIL y resultados negativos para HR-HPV
presentan un riesgo reducido de desarrollar lesiones de cancer de cuello uterino (19).

Se evidencid una frecuencia del 72% y 95% de HR-HPV en mujeres con LSIL y HSIL,
respectivamente. Los resultados negativos para HR-HPV en mujeres con presencia de SIL
pueden ser debidos a la toma de muestras cervicales con un bajo niumero de copias de
ADN HR-HPV, a la infeccion por tipos de HPV no detectados por la CH Il o por razones no
identificadas, como errores técnicos durante el procesamiento de la muestra (18,20). Esto
puede deberse también a errores en el diagnoéstico citolégico, el cual presenta
aproximadamente un 20% de resultados falsos negativos y un 15% de resultados falsos
positivos (18,20).

En cuanto a la carga viral de HR-HPV, varios trabajos demostraron una diferencia entre
los valores de la misma en los diferentes diagnésticos citolégicos, sugiriendo que a mayor
carga viral existe un mayor riesgo de progresion para SIL y cancer de cuello uterino
infiltrante (7, 16, 17, 21,22). Resultados similares se han obtenido en este trabajo,
obteniéndose valores mayores de carga viral relativa de HR-HPV en mujeres con
diagndstico citolégicos de SIL en comparacion con mujeres con ausencia de SIL.

Los resultados del presente trabajo sugieren que la carga viral no cambia con la
progresion de la lesiéon de un LSIL a un HSIL. Esto puede deberse al efecto combinado de
varios factores, el primero porque las muestras de LSIL tienen una carga similar a las de
HSIL o cancer por CH Il, en adiciéon, las altas cargas virales relativas observadas en
mujeres con diagndstico de LSIL pueden deberse a infecciones multiples con genotipos de
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HPV detectados por CH II, las cuales se encuentran en mayor frecuencia en este tipo de
lesion (51%) que en mujeres con citologias normales (32%) o cancer (23%) (23).

Otros estudios sugieren que las mujeres jovenes, por debajo de 30 afos, tienden a
presentar valores de carga viral mas elevados, esto puede deberse a nuevas infecciones
adquiridas y a la ausencia de un control por el sistema inmune (24,25). En este estudio
se observé que el grupo de mujeres menores a 30 afios presentd valores de carga viral
relativa, segun diagndstico citolégico, mas elevados que las mujeres de 30 afios o mas, a
pesar que la diferencia no fue significativa. Se sugiere realizar el andlisis con un mayor
ndmero de muestras para verificar si la edad de la paciente es una variable que podria
afectar la carga viral relativa, lo cual fue sugerido por otros trabajos (24,25).

Se observé una carga viral menor a 10 pg/mL en 50% (41/82) de mujeres con N-SIL, lo
cual confirma el hallazgo de otros estudios, los cuales sugieren que debido a la poca
especificidad del método de CH Il, los valores bajos de carga viral relativa pueden
representar resultados falsos positivos o infeccion por HPV sin una implicancia clinica
futura (19,26). Estos resultados fueron confirmados con estudios de deteccion de HR-HPV
por reaccion de cadena de la polimerasa—PCR (26,27). Un 50% de mujeres con N-SIL
presentaron valores de carga viral mayores a 10 pg/mL para HR-HPV. Esta falta de
concordancia entre el diagndstico citolégico y molecular, puede deberse a la elevada
sensibilidad del método molecular mencionada anteriormente, lo que le permite detectar
infeccion por HR-HPV en tejidos aparentemente normales (13). Cabe destacar que
mujeres con N-SIL y con valores altos y persistentes de carga viral mayores a 100 pg/mL
tienen un mayor riesgo de desarrollar un H-SIL (13,19).

Basados en los resultados de carga viral de HR-HPV en relacién al diagnéstico citoldgico
obtenidos por estudios anteriores, se ha sugerido que valores por encima de 25 pg/mL
(carga viral intermedia) sean considerados de significancia diagndstica (9, 22,28). Estos
resultados se encuentran en concordancia con los observados en el presente estudio,
donde el 83% y 95% de mujeres positivas para HR-HPV con L-SIL y H-SIL
respectivamente, presentaron valores de carga viral medios a muy altos.

Los resultados obtenidos en este estudio corroboran que una alta carga viral puede
utilizarse como marcador de progresiéon de N-SIL a lesiones precancerosas (L-SIL o H-
SIL), sin embargo, debe considerarse que una baja carga viral no puede excluir la
progresion de la lesion (17,26). Por ello, es importante resaltar que tanto los valores de
carga viral como su persistencia precisan ser interpretados conjuntamente con la
evolucién clinica del paciente (29).

En suma, se observé por el método de CH Il una frecuencia del 23% de HR-HPV en
mujeres con NSIL, sugiriendo al igual que otros estudios que el uso combinado de los
mismos incrementa la eficacia de ambas pruebas en el cribado de cancer de cuello
uterino. Los resultados obtenidos demuestran que la cuantificacion de carga viral relativa
puede ser considerada un indicador importante en el seguimiento de mujeres con
sospecha de SIL. Por tanto, actualmente se recomienda utilizar la combinaciéon de
métodos disponibles tanto convencionales como moleculares, a fin de obtener un
diagndstico confiable para el manejo terapéutico a seguir con la paciente.
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