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REPORTE DE CASO

Deteccion del tipo de papilomavirus humano por el método de PCR-RFLP en un
caso con neoplasia intraepitelial de alto grado y captura hibrida Il negativa

Detection of human papillomavirus by PCR RFLP assay in a case with negative
hybrid capture 11 result and high grade intraepithelial neoplasia
Pap smear result
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RESUMEN

La infeccion persistente del virus del papiloma humano (HPV) es un factor necesario para el
desarrollo del cancer de cuello uterino. Este caso reporta una mujer de 43 afios, con imagenes
citoldgicas persistentes de neoplasia intraepitelial de grado 111 (CIN I11) y resultados negativos para
estudios colposcoépicos y anatomopatolégicos, como también, para HR-HPV analizado por el método
de Captura Hibrida Il. Una evaluacidn histopatoldgica posteriormente confirmé la existencia de CIN
Il en mucosa cervical. A fin de detectar otros tipos de HPV no incluidos en la Captura Hibrida 11, la
muestra fue analizada por el método de PCR-RFLP obteniendo un resultado positivo para HPV 73.
En este caso, el uso del método de PCR-RFLP permitié detectar una infeccidén por un tipo especifico
de HPV, brindando una informacién Gtil que puede ayudar en el manejo clinico de mujeres con
diagnoéstico citologico de CIN 111 y resultado de Captura Hibrida Il negativo.
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ABSTRACT

Persistent infection with human papillomavirus (HPV) is a necessary factor for the development of
cervical carcinoma. We present a 43 year old woman with cytological studies results of cervical
intraepithelial neoplasia grade 111 (CIN 1Il) having negatives results for colposcopy and
anatomopathologic studies, as well as for DNA HR-HPV analysed by Hybrid Capture Il assay. After
that, a histopathological evaluation confirmed the existence of this lesion in cervical mucosa. In
order to detect others HPV types not included in the Capture Hybrid I, the sample was analyzed by
PCR-RFLP, assay with a positive result for HPV 73. In this case, the use of PCR-RFLP assay allow to
detect a type-specific HPV infection, providing a useful information that could help in the clinical
management of woman with cytological diagnosis of CIN 11l and negative Hybrid Capture Il results.

Keywords: HPV 73, CIN Ill, Hybrid Capture 11, PCR-RFLP.

INTRODUCCION

El virus del papiloma humano (HPV) es el principal agente etiolégico del cancer cervical'.
Aproximadamente 40 tipos de HPV que infectan la mucosa cervical son clasificados como de bajo
riesgo HPV (LR-HPV) o de alto riesgo HPV (HR-HPV) basados en asociaciones epidemioldgicas
conocidas®. Los HR-HPV son detectados en mas del 95% de los casos de carcinoma cervical®. Por
tanto, una identificacion del tipo viral podria ser relevante en el manejo clinico de lesiones
cervicales y cancer?.

Actualmente las pruebas mas especificas para la identificacion del HPV son el método de
hibridizaciéon, Captura Hibrida Il (CH 11, Digene), una prueba disponible comercialmente, capaz de
detectar 5 tipos de LR-HPV y 13 tipos de HR-HPV y el método de PCR de un paso con primers
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consensus (MY09 y MY11l) que asociado a polimorfismo de fragmentos de DNA obtenidos por
enzimas de restriccion (RFLP), permite detectar e identificar aproximadamente 40 tipos especificos
de HPV:*,

Este caso describe la utilidad de la identificacion del HPV por el método de PCR RFLP ante un
resultado negativo de CH Il con estudios preliminares citolégicos positivos.

PRESENTACION DEL CASO

Mujer de 43 afos, procedente de zona urbana, con un nivel educativo universitario, pareja
estable, tres hijos, sin antecedentes de enfermedad de transmision sexual, no fumadora, que
presenta resultados citolégicos de lesion intraepitelial de alto grado (CIN 11l) en forma persistente y
estudios tanto colposcopicos como histolégicos negativos para CIN 111, desde Octubre del 2004
hasta Mayo del 2006 . La paciente es remitida en Junio del 2006 al Instituto de Investigaciones en
Ciencias de la Salud donde se realiza el analisis de la muestra cervical por el método de CH II
(DIGENE CORPORATION), el cual detecta la presencia de DNA de 13 tipos de HR-HPV (16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68), obteniendo un resultado negativo. A causa de la imagen
persistente de CIN 11l por citologia, la paciente es sometida en Agosto del 2006 a un procedimiento
de escisidn electro-quirargica por lazo (LEEP), detectandose lesion intraepitelial de alto grado CIN
Il en mucosa cervical, con ocupacion de sacos glandulares (Tabla 1). Luego de descartar errores
técnicos y de interpretacion en el método de CH I, es considerada la posibilidad de la presencia en
la muestra cervical de un tipo de HPV no incluido en esta prueba y en el mes de Septiembre la
muestra cervical es analizada en el Laboratorio de Virologia del Instituto Ludwig de Pesquisa sobre
o Cancer de Sao Paulo, Brasil, por el Método de PCR —RFLP descrito por Bernard et al., 1994,
obteniéndose un resultado positivo para el tipo HPV 734,

Tabla 1. Cronologia de la evoluciéon del caso segun estudios ginecolégicos realizados

Fecha Octubre/2004* Marzo/2006*  Abril/2006* Mayo/2006 Junio/2006 Agosto/2006  Setiembre/2006
Test DNA HR - Anatomo Reaccion en cadena
Citologia Anatomo Citologia Citologia Anatomo HPV — Método Patolégico de la polimerasa -
Estudio patol6gico patoldgico Captura Hibrida RFLP
Material Extendido Biopsia Extendido Extendido Biopsia Células Cuello Uterino- Muestra analizada
cérvico — endocérvix— cérvico-vaginal cérvico-vaginal endocérvix/ descamadas de Leep, biopsia por el método
vaginal endometrio endometrio cuello, vagina endocérvix, de CH 11
legrado
Imagen Mucosa
citolégica de endocervical Imagen Persiste imagen Mucosa Ausencia de DNA Lesion Presencia de HPV
lesion con infiltrado Citolégica de  de una lesion de  endocervical HPV para los 13 intraepitelial de DNA tipo 73
intraepitelial linfoplasmocitaria lesion Alto Grado dentro de limites tipos analizados alto grado CIN 111
Resultado de alto grado mucosa intraepitelial de —CIN 111 normales, en mucosa
CIN 111 endometrial  alto grado CIN 111 endometrio cervical, con
con cuadro progestacional ocupacion de
proliferativo sacos glandulares
irregular en

disgregacion

*Estudio colposcépico con resultado negativo

DISCUSION

El cancer de cuello uterino es el mas frecuente en las mujeres de América Latina, y en Paraguay
la incidencia es elevada, con una tasa de 41.1 por cada 100.000 habitantes®®. Considerando esta
alta frecuencia es importante utilizar todos los medios disponibles para detectar precozmente una
lesién precursora del cancer cervical y el tipo viral.

En el presente caso se observd una falta de concordancia entre el resultado negativo para HR-
HPV por el método de CH Il y el positivo para CIN Ill de los estudios citolégicos preliminares.
Posteriormente fue detectado HPV 73 en la muestra cervical por el método de PCR-RFLP, el cual
demostrd ser una herramienta util para la identificacion del tipo viral.

En el Paraguay hasta la fecha fueron detectados tres casos de infecciones mixtas de DNA HPV 73
junto a otros tipos de HPV de alto riesgo oncogénico (16, 45 y 59) de un total 113 casos de cancer
invasivo de cuello uterino analizados, siendo los HPV de alto riesgo los que probablemente
desencadenaron la lesién’. Estudios anteriores demostraron que el HPV 73 se encuentra asociado
con menor frecuencia al cancer y junto a los tipos 26, 53, 66 y 82 constituyen el 1,1% de los tipos
de HPV detectados en casos de cancer cervical®®. Se estima que el HPV 73 es detectado en 0,3%
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de cancer cervical®. Considerando estos estudios, en este caso, el HPV 73 se presenta como posible
agente causal de la lesion en esta paciente.

Aunqgue el riesgo relativo de HR-HPV es aun desconocido, al parecer estos difieren en su potencial
oncogénico® '°. Considerando que el HPV 73 posee un bajo potencial oncogénico, probablemente
una paciente positiva para este tipo viral, presente menor probabilidad de desarrollar un cancer
cervical invasivo. Por lo tanto, la deteccion del tipo especifico es Uutil para pronosticar su riesgo,
contribuyendo al manejo de la paciente.

Como en esta paciente, ante todo caso con estudios citolégicos persistentemente positivos y de
CH Il negativa, se recomienda realizar la identificacion del tipo viral por el método de PCR-RFLP
complementario, para comprobar la existencia de otro tipo viral y establecer su pronéstico.
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