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Resumen

Existen cerca de 200 tipos distintos de Virus de Papiloma
Humano (VPH), de los cuales alrededor de 70 estan asociados
con neoplasias anogenitales. De ellos, un sub-grupo se
encuentra frecuentemente asociado a la formacién de lesiones
escamosas intraepiteliales y carcinomas, por ello, se ha
denominado de “alto” riesgo. Varios reportes han demostrado
que los hombres que tienen sexo con hombres (HSH) y que son
positivos al VIH, presentan una mayor incidencia de lesiones
precursoras y de cancer anal que aquellos que no lo son.

En este trabajo se realizo un estudio con 31 pacientes hombres
VIH positivos que tienen sexo con hombres, para determinar
la prevalencia de infecciones con VPH. Se utiliz6 la prueba de
captura de hibridos II, que permite la deteccion de 18 tipos
virales distintos. Encontramos una alta prevalencia de VPH en
el epitelio anal de estos pacientes, que alcanza casi el 75%. EL
58% de los pacientes fue positivo para ambos tipos virales
(“alto” y “bajo” riesgo) mediante esta prueba, lo cual indica
que un alto porcentaje de estos pacientes presenta infeccion
maltiple de VPH.

Este estudio enfatiza la necesidad de hacer la deteccion
oportuna de infecciones de VPH en hombres que tienen sexo
con hombres y son VIH positivos.

Palabras clave: virus de papiloma humano, SIDA, lesiones

precursoras, cancer, tracto anal.

Introduccion

El cancer anal es una neoplasia rara. Si bien en México su frecuencia
no se conoce con exactitud, se estima que puede corresponder al
0.18% del total de las malignidades y al 1.5% de las neoplasias
anorectales. En los Estados Unidos se reportan aproximadamente
1000 casos nuevos por afio, predominantemente en mujeres entre
los 60 y 80 afios de edad. ! Anteriormente, se sabia que la relacion
mujer:hombre para esta malignidad era de 3:1. Sin embargo, en la
(ltima década se ha visto un cambio en la demografia del cancer
anal, la relacion actual es de 1.5:1. EL nuevo grupo de riesgo que se

ha identificado, son los hombres que tienen sexo con hombres
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Abstract

Almost 70 types of Human Papilloma virus (HPV) are
associated with lesions of the anogenital tract. High-risk
HPV types (such as HPV16, 18, 30, 31, and 33) are frequently
found associated with anal squamous intraepithelial lesions.
It has been shown that HIV-positive men who have sex with
men are in higher risk of developing precancerous anal lesions.
This increased risk is related to HPV infection and to the
immunosupression associated with HIV.

The present work is a cross-sectional study with 31 HIV-
positive men who have sex with men (MSM) to determine the
prevalence of HPV in the anal canal. HPV DNA was detected
using the Hybrid Capture II assay. Anal infection of HPV was
detected in 74.2% of the subjects. Infection with multiple
types (positive to both assays: low and high-oncogenic risk
types) was found in 58%.

This study emphasizes the need for HPV screening in HIV-
positive MSM due to their high risk for HPV anal infection and
HPV-associated anal disease.

Key words: HPV, HIV, anal cancer, AIDS.

(HSH). Hace 27 afios el 8% de los pacientes hombres con céncer
anal eran HSH, mientras que actualmente esta proporcién aumentd
a un 72%. ?

En el Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS, se reportd
que antes de 1994 se atendian de 4 a 5 pacientes por afio con esta
neoplasia, pero que a partir de 1994 se registrd un aumento en
estos casos: en 1994 - 19 casos, 1995 - 22 casos y 1996 - 27
casos. Por otro lado, en esta poblacion también se observé un
incremento en sujetos hombres menores de 55 afios, de los cuales
el 96% eran HSH, y el 59% eran HSH VIH+. ?

Existen varios reportes que han demostrado que los pacientes

HSH y que son VIH positivos presentan una mayor incidencia de
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lesiones precursoras de cancer que aquellos que son VIH
negativos. >4 5 Se ha postulado que el incremento en el riesgo
de desarrollar un céncer puede deberse a la mayor frecuencia de
infeccion por VPH en esta poblacion. Esta infeccion se encuentra
en mayor proporcion en los HSH HIV+ (93%) y en una menor

proporcion, pero no menos importante en los VIH- (61%). &7

La incidencia de cancer anal entre HSH en EUA se ha estimado
en 35 /100,000, la cual es varias veces mayor que la tasa de cancer
cervicouterino en mujeres en este Pais (8 / 100,000 mujeres) y es
similar a la tasa de éste antes de la introduccion del diagndstico
por citologia (Papanicolaou).® El impacto de la epidemia de VIH
en la incidencia del cancer anal a(in se desconoce, la estimacién de
35 / 100,000 se realizd antes de que se presentara la epidemia de
VIH. La prevencidn del cancer cervicouterino a través de la deteccion
oportuna por citologia, depende de la identificacion y tratamiento
de las lesiones intraepiteliales escamosas antes de su progresion a
cancer. Por lo que, el cancer anal pudiera ser prevenible de la misma

manera. 8

En 1999 en la Universidad de Harvard se realizd un estudio para
evaluar la efectividad clinica y el costo-beneficio de la deteccion
oportuna de lesiones anales por citologia (Pap) en HSH VIH+. °
Los resultados indicaron que si la prueba se realiza en una etapa
temprana de la infeccion por VIH (cuentas de CD4 mayores de 500
células/ mL), la citologia cada 2 afos resulta lo mas adecuado. Por
otro lado, si se inicia en etapas avanzadas de la infeccion por VIH,
una citologia anual es preferible, pues el riesgo a desarrollar
enfermedades anales se ve aumentado. Este tipo de deteccion
temprana resulta de gran importancia para los pacientes VIH+,
pues los tratamientos antiretrovirales incrementan la expectativa

de vida, sin disminuir el riesgo de progresion a cancer.

En los dltimos afos se han realizado estudios para detectar al
VPH en muestras de carcinoma anales, y se ha encontrado un
resultado positivo para la mayoria de estos casos, principalmente
para el VPH tipo 16.° Tanto el epitelio cervical como el anal
pueden tener cambios, conocidos como lesiones intraepiteliales
escamosas (SIL). La presencia de VPH tipo 16 en la region anal
tiene un riesgo oncogénico similar al que se presenta en las lesiones
cervicales, pues se encuentra en la mayoria de los casos en lesiones
intraepiteliales escamosas de alto grado (HSIL). Por otro lado, las
lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado (LSIL), presentan
tipos de VPH conocidos en el cervix como de bajo riesgo oncogénico
como el PVH tipo 6 y 11.

En el cérvix, las SIL de alto grado (HSIL) se sabe que son
precursoras de cancer invasor. Dadas las similitudes entre el cancer
cervical y el cancer anal, es probable que una HSIL anal sea también

precursora de cancer. Por el contrario, las LSIL generalmente no
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progresan a HSIL, y por lo tanto no conducen a céncer. Hay que
remarcar que esta situacion se puede ver alterada en pacientes
inmunocomprometidos. Aun no se conoce la frecuencia en la que
una HSIL anal progresa a cancer invasivo, y si el tratamiento de ésta
puede prevenir el desarrollo del cancer; sin embargo, tomando el
cancer cervicouterino como modelo, el cancer anal se puede prevenir
a través de pruebas dirigidas de diagndstico oportuno (como el

Papanicolaou).

El genoma del virus del papiloma humano (VPH), es de
aproximadamente 8000 pares de bases, esta formado por 6 genes
tempranos (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) y 2 genes tardios que forman la

capside. 213

Los genes E6 y E7 son oncogenes cuyos productos se unen a
dos proteinas celulares que son vitales para el control de la division
y la proliferacion celular. La proteina E6 se une a p53 e induce su
degradacion. La integridad de p53 es fundamental para la respuesta
de las células ante dafo al ADN, pues induce un arresto en la
division celular y permite la reparacion de los dafios al ADN. La
proteina E7 por su parte, se une a una serie de proteinas celulares
regulatorias, en especial al producto del gen retinoblastoma, pRb.
La proteina pRb regula la proliferacién celular y permite el proceso
normal de diferenciacion, el cual se ve afectado por su interaccion
con E7. La actividad reguladora de pRb depende de su capacidad
para unirse y controlar negativamente la accion de factores de
transcripcion como E2F, que se encarga de controlar la expresion

de otros genes importantes en el ciclo celular. ** %

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) tiene un didmetro
de 80 a 120 nm. Posee dos copias idénticas del genoma viral
formado por una cadena sencilla de ARN. Una vez que el virus
infecta su célula blanco (Linfocitos T CD4+), mediante receptores
celulares (antigeno CD4) que son reconocidos por la envoltura del
virus, se sintetizan cadenas complementarias de DNA mediante la
accion de la transcriptasa reversa. La doble cadena de DNA formada,
se integra en el genoma celular para llevar a cabo la transcripcion
de los factores virales necesarios para la replicacion del virus y

completar su ciclo. *

Existen diversos tipos de cancer que se han asociado con las
infecciones por VIH, principalmente el Sarcoma de Kaposi, el linfoma
no-Hodgkin, el linfoma Hodgkin, el cancer oral, de testiculo,
anogenital y de cerebro. El cancer anogenital en los individuos
VIH+, a diferencia de otros canceres comunes en estos pacientes,

se puede prevenir.

Es probable que la infeccion por VPH ocurra antes de la infeccion
con VIH. La respuesta inmune al VPH no se conoce del todo, sin

embargo una vez establecida la infeccion se sabe que la respuesta
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inmune es mediada por células. Bajo el control de esta respuesta
inmune, la infeccion por VPH puede ser erradicada o bien mantenida
en un estado de latencia. Con la pérdida de la respuesta inmune
debido a la infeccion por VIH, la inmunidad especifica para el VPH
se ve disminuida activando la replicacion del VPH. Los elevados
niveles de ADN viral, asi como la expresion de sus proteinas, pueden
llevar al desarrollo de una enfermedad anogenital clinicamente
detectable.

Una consecuencia de suma importancia de la infeccion por el
VPH, ademas de su asociacién con el cancer anal, es la posible
participacion como cofactor para la infeccion por VIH. Las lesiones
intraepiteliales escamosas se encuentran muy vascularizadas, por
lo que sangran facilmente después de la relacion sexual, facilitando
la entrada del VIH. Los hombres y mujeres VIH- con SIL anal o
cervical, tienen mayor riesgo de adquirir una infeccién por VIH, que
aquellos que tienen la mucosa anogenital normal. De la misma
manera, hombres y mujeres VIH+ con SIL, tienen riesgo de adquirir

nuevas cepas de VIH. & V7

En Estados Unidos, se ha visto que la mayoria de los pacientes
hombres que tienen sexo con hombres VIH+ presentan infeccion
anal por VPH y por lo tanto la posibilidad de desarrollar una lesion
anal intraepitelial escamosa (ASIL), principalmente los pacientes
asintomaticos y con cuenta baja de linfocitos CD4. ** En un estudio
realizado por Palefsky y colaboradores en 1988, se evaluaron hombres
que tenian sexo con hombres tanto VIH+ como VIH-. 7 Partiendo
de una base donde todos los pacientes presentaban una citologia
normal, se observo a lo largo de 2 afios que la probabilidad que
tiene un paciente VIH+ para desarrollar ASIL (50%) es mayor a que
lo haga un paciente VIH- (17%). Estos porcentajes se vieron
aumentados si los pacientes presentaban originalmente algin tipo
de anormalidad citolégica. En pacientes VIH+, el riesgo es aln
mayor si la cuenta de CD4 es menor a 200 células/mL, que en
aquellos con una cuenta mayor a 500 células/mL, al igual que en

pacientes con un coeficiente CD4/CD8 menor de 1. °®

Un mecanismo de interaccion entre el VIH y el VPH, que no se
ha demostrado in vivo, se refiere a la interaccion entre las células
infectadas por VIH que circulan en el tejido conjuntivo debajo de
la membrana basal, y las células infectadas por VPH sobre éstas.
Estas interacciones pueden estar mediadas por la expresion aberrante
de citocinas, que se sabe modulan la expresion de genes del VPH,
como la Interleucina 6 (I16) o la expresion aberrante de factores
de crecimiento. Otro mecanismo de interaccion entre los dos virus
incluye los efectos de proteinas secretadas por el VIH-1 sobre las
células infectadas por VPH. Hay evidencia que sugiere que la proteina
Tat del VIH-1, puede potenciar la expresion de E6 y E7, a través de
la posible interaccion con la region reguladora de la transcripcion
(LCR) del VPH. Esto no ha sido demostrado in vivo. 7%

Por todo lo anterior, consideramos que es importante el diagnosti-
co temprano de VPH por técnicas moleculares. En nuestro pais no
existen datos sobre la prevalencia de este virus en la poblacion
HSH VIH+, por lo que intentamos abordarlo a través del estudio de

esta poblacion.

Métodos

Tamaio de la muestra

El tamafo de la muestra para el estudio se determiné con la formula
para tamafio de muestra para estudios transversales. Se estimd la
prevalencia de VPH en la poblacién en estudio de acuerdo a varios
estudios relacionados, ® #2° de aproximadamente 90%. Se determind
con un coeficiente de confidencialidad de 1.96 y un error maximo

de muestreo del 0.5%, una muestra de final de 31 pacientes.

Poblacion

Treinta y un pacientes fueron reclutados para el estudio entre una
poblacion de hombres que tienen sexo con hombres que asisten a
una clinica de VIH privada. Los pacientes participaron bajo su
consentimiento. Se les realizd una entrevista en base a un cuestio-
nario acerca de su historial médico relacionado con VIH, historia
de ETS (Enfermedades de transmisién sexual), condiciones anales
(fistulas, hemorroides, condilomas), practicas sexuales y hébitos.
Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo a la Ley General

de Salud en material de Investigacion en Salud.

Prueba citolégica

Se utilizd la prueba de Papanicolaou para la deteccion de anorma-
lidades en el canal anal. Los resultados citologicos de las lesiones
se expresaron de acuerdo con el sistema Bethesda, 2?2 como se

muestra en el cuadro 1.

Para la toma de muestra del canal anal, se le pidi6 al paciente
que no tuviera relaciones sexuales anales, ni se realizara enemas, en
24 horas previas °. Se limpi6 el canal anal con un hisopo humedecido
en agua, se insert6 después el Citobrush en él y se gird lentamente
mientras se sacaba para propiciar su contacto con la pared del
canal anal. Inmediatamente se realiz6 el frotis en una laminilla y se
fijo con Citospray de manera habitual. Posteriormente se realizd la
tincion de Papanicolaou de manera habitual, para su estudio al
microscopio. El cuadro 1 compara diferentes sistemas utilizados

para clasificar anormalidades de células escamosas.

Deteccion de ADN de VPH por captura de hibridos II
Para obtener las muestras, se repitid el procedimiento descrito
anteriormente, colocando el citobrush con el espécimen en un

tubo que contenia 1 mL de medio de transporte (Digene Diagnostics,
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Cuadro 1. Clasificacién de anormalidades de células escamosas

Descripcion Sistema AIN
Normal Normal

Atipia Atipia

Atipia con VPH Atipia Condilomatosa
Displasia leve AIN I

Displasia moderada AIN 1II

Displasia severa AIN III

Carcinoma in situ AIN III

Cancer Invasivo Cancer Invasivo

Sistema Bethesda Clase

(Clasificacién anterior)

Normal Clase 1

ASCUS Clase 1II
SIL de bajo grado Clase II
SIL de bajo grado Clase III
SIL de alto grado Clase III
SIL de alto grado Clase III
SIL de alto grado Clase IV
Céncer Invasivo Clase V

Actualmente existen dos esquemas para reportar los resultados de la prueba citolégica, lo que resulta ser una fuente de confusién. El sistema

anterior que reportaba el resultado clasificindolo en una de cinco clases, est4 siendo reemplazado por el sistema Bethesda. La clasificacién para

las lesiones cervicales se utiliza también para clasificar a las lesiones anales.

Silver Spring MD), congeldndolas a - 20°C hasta ser procesados
para su analisis. Para determinar la presencia de virus de papiloma
humano, se utilizo la prueba de deteccion Digene HPV Test Hybrid
Capture II, de acuerdo con lo descrito por el fabricante (Digene
Diagnostics, Silver Spring MD). De manera breve, después de
descongelar la muestra, se le agrega una solucion alcalina y se
pone durante 45 minutos a 65°C, lo que permite desnaturalizar el
ADN que se hibridiza con sondas de ARN especificas para distintos
tipos de VPH. Los hibridos ADN:ARN formados se capturan en la
superficie de una microplaca cubierta con anticuerpos monoclonales
que reconocen especificamente estos hibridos, los cuales quedan
inmovilizados en ella. Posteriormente, se hacen reaccionar estos
hibridos capturados, con un segundo anticuerpo dirigido también
contra ellos y conjugado con fosfatasa alcalina. Se produce
finalmente una reacciéon luminiscente, la cual es medida como
unidades relativas de luz (RLU) en un Lumindmetro. La intensidad
de la luz emitida, sefiala la presencia o ausencia de ADN del VPH en
la muestra. Un RLU igual o mayor al valor de corte (establecido por
los valores de los calibradores), indica la presencia de ADN de
alguno de los tipos virales incluidos en la prueba, mientras que un
valor menor indica la ausencia de ADN viral, o niveles inferiores a
los detectados por el ensayo.

La prueba de captura de hibridos II esta disefiada para detectar 1pg/
mL de ADN de un conjunto de tipos de VPH de distinto riesgo
oncogénico. La prueba “A” permite identificar 5 tipos de VPH de “bajo”
riesgo (tipos 6, 11, 42, 43 y 44) y la prueba “B” permite identificar 13
tipos distintos de VPH de riesgo oncogénico “alto” e “intermedio”
(tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 69).

Métodos Estadisticos

Los datos se analizaron a través de tablas de frecuencia y
porcentajes. Comparaciones de dos proporciones se realizaron a

través de una prueba de x2. Se consideraron asociaciones

estadisticamente significativas al nivel del 95%, cuando p<0.05
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Resultados

Poblacién de estudio

La poblacion de estudio estuvo constituida por 31 pacientes
hombres en edad productiva (Cuadro 2a), con un promedio de
edad de 38.7 afos. Todos ellos cuentan con un nivel académico
minimo de secundaria, aunque la mayoria presenta nivel profesional
(32.3%), e incluso posgrado (25.8%). En la mayoria de la poblacion,
el diagnéstico de VIH se realiz6 en los dltimos 5 afios (16 de 31),
mientras que en solo 5 de ellos el diagnéstico tiene mas de 10
afos. Todos los pacientes son hombres que tienen relaciones sexuales
con otros hombres (HSH), la mayoria manifiesta tener pareja
permanente (67%) y usar condon de manera rutinaria desde el

diagnostico de VIH.

En los cuadros 2a y 2b se muestran las caracteristicas generales
de la poblacidn estudiada (31 sujetos) y las de aquellos pacientes
que resultaron positivos para algin tipo de VPH. Esta informacion
se obtuvo durante la entrevista realizada antes de la toma de muestra

y del historial clinico de cada paciente.

La mayoria de los pacientes presentan padecimientos
anogenitales. La mitad de ellos sufre de hemorroides y el 42%
presentd historia de alguna otra enfermedad de transmision sexual

(ETS), siendo gonorrea la principal.

En relacion a su nivel de inmunodeficiencia, el 42% de los
pacientes (31) presentaba menos de 200 células CD4+/mL. Con
respecto a la carga viral, la distribucion en estos pacientes era
bimodal, pues mientras que el 30% presentaba niveles indetectables
de virus (menos de 500 copias/mL), otro 30% presentaba niveles
elevados, con mas de 30 000 copias/mL. Cabe mencionar que si
bien todos estos pacientes se encontraban bajo tratamiento con
antiretrovirales, algunos presentan valores de células CD4 y carga

viral de VIH extremos.
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Cuadro 2a. Caracteristicas de la poblacién estudiada

y de los pacientes VPH+

Caracteristicas de la Poblacién total N=31 Poblacién VPH+

poblacién N (%) N= 23 N (%)
Datos de la entrevista
Edad promedio(afios +/-DS) 38.7 +/- 8.6 36.9 +/- 7.7
Escolaridad
Secundaria 1 (3.23) 1 (4.34)
Técnico 6 (19.35) 6 (26.08)
Preparatoria 6 (19.35) 5 (21.73)
Profesional 10 (32.26) 6 (26.08)
Posgrado 8 (25.81) 5 (21.73)
Cuenta de células CD4(células/mL)
<200 13 (41.94) 11 (47.83)
200-500 5 (16.13) 5 (21.73)
>500 13 (41.94) 7 (30.43)
Carga viral (copias/mL)
No detectable ( <500) 10 (32.26) 7 (30.43)
500 -5 000 6 (19.35) 5 (21.73)
5000 - 30 000 4 (12.90) 2 (8.69)
>30000 11 (35.48) 9 (39.13)
Rol en la relacién sexual anal
Activo 7 (22.58) 3 (13.04)
Receptor 2 (6.45) 2 (8.69)
Activo/Receptor 22 (70.97) 18 (78.26)
Edad en primera relacién sexual
Primera relacién activa 18.3 +/- 4.2 18.0+/- 3.47
(prom+/-DS)
Primera relacién receptiva 16.7 +/- 6.6 16.45 +/- 6.1
(prom +/-DS)
Actual pareja permanente 21 (67.74) 16 (69.56)

Deteccion de VPH por citologia

Si bien las muestras tuvieron en ocasiones problemas de fijacion y
contaminaciéon por materia fecal, el material recolectado fue
adecuado para el diagnoéstico citoldgico. Los resultados de estas
pruebas se muestran en la cuadro 3. La infeccién por VPH se
identificé en la citologia por la presencia de koilocitos en las
células de descamacion del canal anal. Estos se observan como
células del epitelio plano con binucleacion, crecimiento nuclear y
halos perinucleares.?> Mediante este método, la infeccion por VPH
fue detectada en 12 muestras (38.7%). Solo una de ellas presentd
displasia moderada (LSIL) con infeccién por VPH. Los casos que
presentan inflamacién inespecifica, no se relacionan con VPH ya
que pueden deberse a infecciones bacterianas o a padecimientos

proctolégicos no infecciosos.

Cuadro 2b. Caracteristicas de la poblacién estudiada y de los

pacientes VPH+.

Caracteristicas Poblacién total N=31  Poblacién VPH+
de la poblacién N (%) N=23 N (%)
Datos de la entrevista
Numero de parejas sexuales (mes)
0 8 (25.8) 6 (26.08)
1 16 (51.61) 11 (47.82)
2a5 5 (16.13) 4 (17.39)
5al0 2 (6.45) 2 (8.69)
Numero de parejas sexuales (afio)
0 2 (6.45) 3 (13.04)
1 10 (32.25) 6 (26.08)
2al0 17 (54.84) 12 (47.83)
10a 50 2 (6.45) 2 (8.69)
Uso de:
Tabaco
nunca 12 (38.71) 10 (43.47)
actualmente 15 (48.39) 10 (43.47)
solfa 4 (12.91) 3 (13.04)
Cremas anales 20 (64.52) 16 (69.56)
(corticoesteroides)
Historia de:
Condilomas anales 8 (25.80) 7 (30.43)
Verrugas anales 9 (29.03) 8 (34.78)
Fistulas o fisuras 3 (9.68) 1 (4.34)
Ulceras anales 2 (6.45) 2 (8.69)
Proctitis 6 (19.35) 3 (13.04)
Enfermedades de 13 (41.93) 7 (30.43)
transmisién sexual
Sifilis 3 (9.68) 3 (13.04)
Gonorrea 7 (22.58) 3 (13.04)
Clamidiasis 2 (6.45) _
Herpes genital 3 (9.68) 2 (8.69)
Sangrado anal
nunca 10 (32.25) 6 (26.08)
a veces 17 (54.84) 14 (60.86)
casi siempre 4 (12.9) 3 (13.04)

Deteccion de VPH por Captura de Hibridos II
Para la validacién de la prueba, se utilizaron tanto controles posi-
tivos como negativos por triplicado. La media de los controles

debe cumplir ciertos criterios para que la prueba sea valida:

. La media de los calibradores negativos debe de ser menor
a 250 RLU

. La razon CP/CN debe ser mayor a 2
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. Tanto el calibrador positivo, como el negativo, deben
mostrar un coeficiente de variacién (C.V.) menor o igual al

25%
Como se muestra en los cuadros 4a y 4b, estos parametros se cum-
plieron tanto para la prueba A (“bajo” riesgo) como para la prueba
B (“alto” riesgo), por lo que los resultados se consideraron validos.
En ambos casos, el valor de corte corresponde a la media de los

controles positivos. Para establecer si una muestra es positiva o

negativa, se divide su valor de RLU entre el valor de corte, si el
resultado es igual o mayor a 1, se considera positiva, mientras que
si es menor, es negativa.

En relacion a la deteccion del ADN de VPH por captura de
hibridos, 23 de los 31 pacientes estudiados fueron positivos para
algdn tipo viral (Cuadro 3), por lo que la prevalencia total encontrada
fue de 74.2%. Cabe mencionar que esta prueba permite la deteccion

de 18 tipos distintos de VPH en dos grupos; la prueba A incluye 5

Cuadro 3. Resultado de la citologia, de la prueba de VPH por Captura de Hibridos de “bajo” (A) y “alto” riesgo (B). La columna de

los resultados de “alto” riesgo se encuentra ordenada en orden ascendente de RLU/CP

No. de CITOLOGIA

muestra Diagnéstico VPH
180 sin alteraciones -
189 sin alteraciones -
188 sin alteraciones -
194 sin alteraciones -
182 candidiasis -
195 koilocitos pos
185 inflamacién inespecifica/ bacilos -
190 inflamacién inespecifica/ moco -
201 alteraciones inflamatorias/ bacterias -
181 koilocitos pos
207 koilocitos pos
203 sin alteraciones -
193 alteraciones inflamatorias/ bacilos -
197 alteraciones inflamatorias -
202 koilocitos/ células con pérdida de

relacién ntcleo:citoplasma

Displasia moderada pos
192 sin alteraciones -
187 sin alteraciones -
184 koilocitos pos
204 koilocitos pos
208 sin alteraciones -
196 koilocitos pos
199 sin alteraciones -
183 koilocitos pos
205 koilocitos pos
209 alteraciones inflamatorias -
198 koilocitos pos
200 sin alteraciones -
206 sin alteraciones -
191 alteraciones inflamatorias -
186 koilocitos pos
210 koilocitos pos

VPH POR CAPTURA DE HIBRIDOS
BAJO RIESGO (A) ALTO RIESGO (B)

RLU/CP RESULTADO RLU/CP RESULTADO
0.6 - 0.42 -
1.37 pos 0.44 -
0.49 - 0.45 -
0.64 - 0.47 -
0.51 - 0.48 -
0.57 - 0.53 -
0.43 - 0.57 -
0.58 - 0.59 -
0.87 - 0.62 -

1628.01 pos 0.94 -
0.53 - 2.26 pos
122.57 pos 2.93 pos
1112.5 pos 2.98 pos
181.89 pos 41.86 pos
1.17 pos 93.6 pos
0.53 - 115.92 pos
20.72 pos 166.85 pos
121.96 pos 170.71 pos
1333.92 pos 341.76 pos
0.62 - 342.88 pos
186.47 pos 589.74 pos
270.3 pos 609.06 pos
1290.75 pos 807.43 pos
1222.45 pos 823.31 pos
492.88 pos 957.07 pos
613.16 pos 1308.74 pos
43.59 pos 1345.68 pos
21.98 pos 1437.38 pos
1232.24 pos 1581.94 pos
806.4 pos 1838.55 pos
83.36 pos 2308.98 pos
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Cuadro 4a. Validacién para la prueba de VPH “bajo” riesgo (A).
*De acuerdo con el método de validacién, este valor se eliminé

para el resto de los calculos

CN RLU CP RLU
273% 137
69 175
71 125
Media 70 145.7
C.V. % 2.0 17.9
CP/CN 2.08

Cuadro 5. Resultados generales de la prueba de captura de hibridos

Numero de %

muestras
VPH - A+ “BAJO” RIESGO 20 64.52
VPH-B + “ALTO” RIESGO 21 61.74
VPH-AoVPH-B+ UNO U OTRO 23 74.19
VPH-AyVPH-B+ AMBOS 18 58.06
VPH - NINGUNO 8 25.81

tipos (6/11/42/43/44) del grupo denominado de “bajo” riesgo y
la prueba B incluye 13 tipos (16/18/31/33/35/39/45/51/52/
56/58/ 59/68) de riesgo “alto” e “intermedio”. La prevalencia para
los tipos de “bajo” riesgo detectados por la prueba A fue de 64.5%
y 67.7% para aquellos de “alto” riesgo detectados por la prueba B
(Cuadro 5).

El método de captura de hibridos puede ser utilizado para
medir de manera semicuantitativa la cantidad de ADN de VPH
presente en la muestra. En el trabajo de Sun y colaboradores
clasifican los valores de RLU/CP en valores de 1 a 4.9 como 1+,
aquellos de 5 a 20, como 2+, y los valores por arriba de 20, como
3+. % Siguiendo esta clasificacion encontramos que mientras el
14% de las muestras positivas a la prueba B fueron 1+, el 86% 3+.
En cuanto a las positivas a la prueba A, el 10% fue 1+ y el 90% fue
3+ (Cuadro 3), esto nos indica que la mayoria de los sujetos tienen
gran carga de ADN de VPH.

Se analizd la relacion entre la carga viral de VIH y la presencia
de VPH, mas no se encontré ninguna asociacion estadisticamente

significativa.

En cuanto a la multiplicidad de tipos, dieciocho pacientes
de 31 (58%), fueron positivos en ambas pruebas (VPH B “alto” y A

Cuadro 4b. Validacién para la prueba de VPH “alto” riesgo (B)

CN RLU CP RLU
66 152
84 200
68 164
Media 72.7 172
C.V. % 13.6 14.5
CP/CN 2.37

80
60
%40
20

0 ‘ ‘ ‘

VPH + VRH+Alto VPRH+Bajo VRH+Alto  VRH+
riesgo riesgo y bajo citologia
riesgo

Figura 1. Porcentaje de muestras positivas para el Virus de Papiloma
Humano

“bajo” riesgo oncogénico), lo que nos asegura que estan infectados
por mas de un tipo de VPH. Sin embargo, es probable que exista
infeccion maltiple que involucre tipos virales del mismo riesgo
oncogénico, lo cual no se detecta por el método de captura de
hibridos. La prueba A identifica 5 tipos diferentes y la B a 13, por
lo que para ver los diferentes tipos de VPH se necesitaria un analisis
de tipificacion por PCR. Hay varios estudios que relacionan la
infeccion miltiple por VPH con la inmunosupresion por VIH. %8
En nuestro estudio encontramos una mayor proporcion de pacientes
positivos (66.7 %, de 18) para ambas pruebas, cuya cuenta de
células CD4 es menor de 500 células/mL, sin embargo estos datos

no fueron estadisticamente significativos.

Relacion de resultados de la prueba citolégica y la captura de
hibridos para VPH

De los 31 pacientes estudiados, 23 fueron positivos para algln
tipo de VPH. De éstos, 18 fueron positivos para ambas pruebas y 5
positivos para s6lo una de ellas. En cuanto a los resultados
citoldgicos, 12 muestras presentaron koilocitos o alteraciones por
infeccion por VPH. Una de estas muestras no coincidié con los
resultados por captura hibridos. Esto pudo deberse a que la infec-
cién es causada por un tipo de VPH no contemplado en ninguna
de las dos pruebas. Otra posibilidad es que se deba a un error en la
interpretacion de la prueba citologica a causa de la contaminacion

presente.
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Realizando un analisis de los resultados observamos que sélo 11
muestras fueron positivas tanto para alguna de las pruebas de
captura, como para la citologia. Doce muestras positivas para ADN

de VPH no fueron detectadas en la prueba citoldgica.

La prevalencia reportada al inicio de éste capitulo (74%) fue
considerando las muestras positivas a algln tipo de papiloma. La
prevalencia de VPH de “alto” riesgo oncogénico (prueba B) fue

muy similar a la de VPH de “bajo” riesgo oncogénico (prueba A).

En la Figura 1 se muestra de manera grafica la prevalencia a
VPH, comparada con la encontrada por la prueba citolégica, la

cual es de solo 39%.

Discusion

En México existen pocos datos acerca de la prevalencia de cancer anal
y el nimero de estudios de esta neoplasia es limitado. La identificacion
de un nuevo grupo de riesgo, hombres que tienen sexo con hombres
(HSH), especialmente aquellos que padecen VIH/SIDA, ha impulsado

el desarrollo de nuevos protocolos de investigacion.

La técnica de captura de hibridos para la deteccion de ADN de
VPH, tanto de “bajo”, como de “alto” riesgo, resultd ser sensible y
eficaz en nuestro estudio. La prevalencia obtenida para algin tipo
de VPH fue de 74.2%. Este resultado fue menor que la prevalencia
reportada en Estados Unidos, alrededor del 90%.”*® En estos
estudios se utilizo la técnica de PCR y no captura de hibridos para
la deteccion de VPH. En México no existen estudios previos con los

cuales podamos comparar los resultados encontrados.

De los 23 sujetos positivos a algin tipo de VPH, el 78%,®
fueron positivos para virus de “alto” y “bajo” riesgo oncogénico, lo
que nos indica la presencia de maltiples tipos de VPH en un solo

paciente.

En cuanto a la carga viral de VPH medida por las RLU obtenidas,
la mayoria de las muestras positivas para VPH de “alto” o “bajo”
riesgo (86%) tuvieron valores de RLU/CP (media del control
positivo) mayores a 20, lo que sugiere la presencia de una gran
carga de ADN viral. Asi mismo, se encontrd una ligera asociacion
entre la cuenta de células CD4 y los valores de RLU/CP. Segin
Palefsky, estos niveles altos de RLU podrian reflejar la presencia de

varios tipos virales. 8

En nuestro estudio encontramos una asociacion
estadisticamente significativa (p<0.05) entre la presencia de VPH
y la baja cuenta de células CD4. En los pacientes con alto grado de

inmunosupresion (<500 cel/mL), se observa una mayor proporcion
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de positivos para algin tipo de VPH, en comparacién con aquellos

con valores mas altos (>500 cel/mL).

Es importante resaltar el hecho de que se detectdé VPH por
captura de hibridos en 11 muestras que fueron reportadas sin
alteraciones en el estudio citolégico, por lo que podemos pensar
que la deteccion por captura de hibridos es mas sensible que la

citologia.

En México, el Papanicolaou anal no se realiza de rutina, por lo
que al llevar a cabo esta prueba, nos enfrentamos a una serie de
problemas, en especial con la toma de la muestra. EL raspado anal
debe ser profundo para abarcar el canal completo. La técnica de
Papanicolaou tiene una serie de limitaciones; se requiere de personal
capacitado y tiene menos del 100% de sensibilidad. Palefsky reportd
un 80% de sensibilidad en las citologias anales realizadas a su
cohorte.® Por esto se recomienda que las citologias sean
complementadas con una anoscopia para un diagndstico mas

preciso.

La mayoria de los pacientes fueron diagnosticados como VIH+
hace aproximadamente 3 afios. Todos se encuentran bajo tratamiento
antiretroviral y algunos han logrado mantener niveles de células
CD4 normales. Sin embargo, al ser VPH+ estan en riesgo de desarrollar
una lesion precancerosa o cancer. Es por eso que se han propuesto
una serie de recomendaciones clinicas para estos pacientes. Palefsky

y Berry (1998) disefiaron los siguientes criterios:

a) Realizar un Pap anal como parte de la evaluacion inicial al
momento de diagndstico de VIH+.

b) Si es normal, un segundo Pap debe realizarse a los 6 meses.

c) Si ambas pruebas son normales, se recomienda su evaluacion
cada afio (si tienen células CD4<500 cel/m, mas seguido).

d) Si alguno presenta SIL, se debe referir a anoscopia.

Con este protocolo se logra monitorear la evolucion de las posibles
lesiones precancerosas presentes en el canal anal, sin embargo es
necesaria la deteccion inicial del virus por técnicas moleculares
como es la captura de hibridos. A los sujetos positivos en nuestro
estudio, se les aconsejo que se realizaran una citologia en un afo,
para conocer la evolucién de la infeccion y detectar a tiempo la
aparicion de lesiones precancerosas. Estos pacientes son de alto
riesgo, y el hecho de ser VIH+ y presentar multiplicidad de tipos de
VPH, los coloca en una posicion mas vulnerable al desarrollo de
malignidades. Con respecto a los pacientes negativos para VPH, se
les recomendd realizarse otra prueba de deteccion de VPH por

captura de hibridos en un afio.

Los padecimientos proctologicos en estos pacientes fueron

comunes (hemorroides, condilomas, proctitis, fisuras y verrugas).
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De 8 pacientes que presentaron historia de condilomas acuminados
anales, 7 fueron positivos para algln tipo de VPH; 5 positivos para
VPH de “alto” y “bajo” riesgo, 1 solo para “alto” riesgo y 1 para
“bajo” riesgo. En el caso del paciente (201) con historia de
condilomas anales que resultd negativo para ambas pruebas de
VPH, sabemos que tuvo una remocion quirrgica del condiloma
aproximadamente hace 5 afos, lo que pudo haber erradicado la
infeccion. La prevalencia de virus de papiloma humano en el epitelio

anal de la poblacion estudiada fue de 74.2%.

La prevalencia de los tipos de papiloma humano de “alto” riesgo

oncogénico fue de 67.7% y la de “bajo” riesgo de 64.5%.

En resumen el método de deteccion de virus de papiloma humano

por captura de hibridos resulté ser muy dtil, sensible y rapido.

La prueba citolégica presenta algunas dificultades y es necesario
contar con personal altamente capacitado para la toma de muestra,

asi como para su interpretacion.

El método de captura de hibridos es més sensible en la deteccion
de virus de papiloma humano que la citologia, sin embargo ésta
Gltima es necesaria para la descripcion de una posible lesion. Es
importante su uso conjunto como herramienta de diagnoéstico

oportuno.

Se observo una correlacion significativa entre la baja cuenta de

linfocitos CD4 y la positividad al virus de papiloma humano.

Este trabajo sugiere la utilidad de pruebas de rutina para la
deteccion de virus de papiloma humano y lesiones precancerosas en

pacientes HSH y VIH positivos, para la prevencién de cancer anal.
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