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Deteccion molecular de VPH por PCR-RFLP en muestras
del area ano-genital de hombres en el Estado Mérida,
Venezuela

Mg Scs. Militza Quintero, Jhon Cruz, Marco Bastidas, Lcda. Danmarys Herndndez, Drs. Adriana
Rodriguez, Juan Puig

RESUMEN
Objetivo: Determinar el porcentaje de positividad y tipo de virus de papiloma humano en el drea genito-
anal de hombres, relacion con la edad, sitio anatomico 'y tipo de muestra, en el Departamento de Biologia,
Laboratorio de Biologia y Medicina Experimental Facultad de Ciencias. LABIOMEX Universidad de
Los Andes.
Métodos: Estudio descriptivo, transversal, de 882 muestras del drea genito-anal de hombres que acudieron
voluntariamente a la consulta para detecciony tipificacion de virus de papiloma humano mediante reaccion
en cadena de la polimerasa y andlisis de restriccion.
Resultados: El porcentaje de positividad y tipo de virus del papiloma humano encontrado fue de 49,9 %
donde el virus de papiloma humano de alto riesgo fue de 46,2 %,(VPH16: 12,4 %,VPHI18:11,0 %y VPH31 :
6 %) y virus de papiloma humano de bajo riesgo el 53,8 % (VPH6: 35,8 %y VPHI11: 12 %). El cepillado
fue mads eficiente en rendir ADN de buena calidad. El rango de edad 20-26 aiios fue el mds numeroso.
Se encontré una fuerte asociacion entre muestras de la region anal y virus de papiloma humano de alto
riesgo comparado con las muestras de otras dreas genitales (Chi-cuadrado=7,405, P=0,05).
Conclusiones: El porcentaje de positividad de virus de papiloma humano encontrado en este estudio es alto,
con una frecuencia importante de virus de papiloma humano de alto riesgo, y con una fuerte asociacion con
muestras de la region anal. La tasa de cdncer cervical en nuestro pais es alta, en comparacion con otros
paises de la region, la alta frecuencia de virus de papiloma humano de alto riesgo en nuestra poblacion
masculina puede ser un factor que contribuya a que mds mujeres se infecten con tipos oncogeénicos y
desarrollen esta enfermedad.
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SUMMARY
Objective: Determine the percentage of positivity and human papillomavirus type in the genital and anal
area in men, related to age, anatomical site and type of sample.
Method: A descriptive, cross-sample of 882 genito-anal area of men who came voluntarily to the clinic for
human papillomavirus detection and typing by PCR-RFLP.
Environment: Faculty of Sciences, Laboratory of Experimental Biology and Medicine LABIOMEX,
Universidad de Los Andes. Merida, Merida, Venezuela.
Results: The human papillomavirus percentage of positivity was 49.9 % where human papillomavirus high
risk was 46.2 % (HPV16: 124 %, HPVI1S8: 11.0 % and HPV31: 6 %) and human papillomavirus low risk
was 53.8 % (HPV6: 35.8 % and VPHI1I1: 12 %). Brushing was more efficient in yield good quality DNA.
The age range 20-26 years was the largest. We found a strong association between samples of the anal
region and human papillomavirus high risk compared with samples from other genital areas (Chi-square
=7405, P =0.05).
Conclusions: The human papillomavirus prevalence found in this study was high, with a high frequency of
human papillomavirus high risk and with a strong association with samples of the anal region. Cervical
cancer rates in our country is high compared with other countries in the region, the high frequency of human
papillomavirus high risk in our male population may be a contributing factor to more women becoming
infected with oncogenic types and develop this disease.
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INTRODUCCION

Lainfeccién por virus de papilomahumano (VPH)
esta relacionada con el cancer cervical, siendo este
virus sefialado como el agente etiolégico de esta
enfermedad (1). Puesto que se ha sugerido que el
hombre juega un papel de reservorio y de vector de
la infeccién por VPH (2-4), la pesquisa masculina
puede tenerunarelevanciaen la prevenciéondel cancer
cervical. Por otra parte, estudios recientes indican
que el virus puede asociarse de forma especifica a
estructuras en el espermatozoide de forma tal que
puede eventualmente invadir el dtero y permitir la
adsorcion delas particulas virales alos tejidos uterinos
internos (5), con lo cual se justifica ain mas proponer
un programa de pesquisa que incluya a hombres.

Numerosos estudios han demostrado una alta
frecuencia de VPH en muestras del area genital de
mujeres con infecciones sintomadticas o asintomaticas;
se propone que sus parejas sexuales masculinas deben
ser la principal fuente de infeccién, sin embargo, la
deteccion del ADN de VPH en las parejas masculinas
de estas mujeres tiene una baja frecuencia (6); una
posible explicacion puede ser el acceso al area ano-
genital, el tipo de muestra obtenida y el dispositivo
de muestreo.

En Venezuela no se han reportado estudios que
indiquen la frecuenciade lainfeccion por VPH de alto
o bajo grado oncogénico en hombres, no se conoce
la incidencia por grupos etarios y tampoco estd claro
que tipo de muestradel aparato reproductor masculino
es la mas adecuada para la realizacién de una prueba
molecular. Los estudios clinicos se limitan a una
inspeccién visual para detectar posibles lesiones
clinicas con ayuda de la aplicacién de una solucion
de 4cido acético al 5 % de 3 a 5 min, procedimiento
llamado penescopia para evidenciar zonas aceto-
blancas (7).

A nivel mundial son pocos los estudios realizados
en hombres para determinar la prevalencia del VPH
tipo especifico por edad, factores de riesgo, y tipo
de muestra mds adecuada (8). Sin embargo, se ha
establecido que hay diferencias en la distribucion
del tipo de VPH; estas diferencias pueden deberse
al tropismo del tejido de tipos de VPH particulares,
debido al sitio anatomico muestreado, o a las
diferencias en las poblaciones estudiadas, similar
a lo que sucede en el caso de infeccion cervical (9).
Esta informacion se necesita para mejorar o reforzar
los programas que permiten el control del cancer
anogenital tanto en hombres como en mujeres. La
determinacion del porcentaje de positividad (PP) y
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tipo de VPH en el darea genito-anal de hombres, y su
relacion con la edad, el sitio anatémico y el tipo de
muestratomadaes el objetivo principal que se plantea
en este trabajo.

METODOS

Serealizé unestudiodescriptivode corte transversal
en los municipios Libertador, Campo Elias, y Santos
Marquina del Estado Mérida, Venezuela, donde se
recibieron y evaluaron muestras del drea genito-anal
de 882 hombres que acudieron voluntariamente a la
consulta publica o privada, y el médico especialista
recomendé la realizacién de una prueba molecular
para deteccién y tipificacién de VPH. Las muestras
fueron codificadas y cifradas para proteger laidentidad
de los participantes. Se consideré como criterios de
elegibilidad para la inclusion en este estudio que la
edad estuvieracomprendidaentre los 18 y los 62 afios,
y que no tuvieran un diagndstico previo de céncer
anal o genital, o de una enfermedad de transmisién
sexual reciente. Se tomaron para el estudio muestras
del surco balano-prepucial, de la uretra distal, del
escroto o de laregion anal, mediante hisopos estériles
de algodoén, cepillos de citologia, biopsias frescas
de tejido, o tejidos incluidos en parafina. Se llen6
una mini-historia clinica por participante, donde se
recolectaron datos de edad, y en algunos casos, los
hallazgos clinicos.

Procesamiento de las muestras, extraccion
de ADN y analisis de VPH. Las muestras fueron
procesadas para la extracciéon de ADN por el método
de fenol-cloroformoy se detecté la presenciade ADN
de VPH mediante PCR con los oligonucleétidos
consenso MY09/MY 11, GP5+/GP6+ tipificando
mediante RFLP segin se describié (10,11). Para
establecer asociaciones entre variables por el test
Chi-cuadrado de Pearson y calcular frecuencias y
porcentajes se utilizé el programa estadistico SPSS,
v12.0. Mediante esto, se establecieron los tipos mas
frecuente de VPH en el grupo de estudio, el tipo de
muestra mas adecuada para la deteccidn, la edad en
que predomina la infeccién y el tipo de VPH mas
frecuente por drea anatémica de muestreo.

RESULTADOS

En este estudio, se seleccionaron y procesaron
882 muestras ano-genitales de hombres con edades
comprendidas entre 18 a 62 afios, que acudieron
voluntariamente a la consulta urolégica publica o
privada del Estado Mérida, y solicitaron realizarse
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una prueba molecular de deteccion de VPH. Del total
de muestras procesadas el 49,9 % fueron positivas
para VPH de cualquier riesgo, de las cuales solo se
detect6 el 2,3 % con infeccién miltiple. Los tipos
virales oncogénicos representaron el 46,2 % de los
cuales, VPH16 (12,4 %), VPHI18 (11,0 %), VPH 31
(6 %), VPH53 y VPH58 (2,7 % c/u) fueron los mas
frecuentes; y los no oncogénicos representaron el
53,8 %con VPH 6 (35,8 %),VPH11 (12,0 %), VPHS83
(2,7 %) y VPH84 (1,3 %), como los mas frecuentes
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Figura 1. Tipos de VPH mas frecuentes detectados en las
muestras genito-anales.

(Figura 1). Elrango de edad con mayor porcentaje de
positividad para VPH de cualquier tipo (34 .4 %), fue
el de 20 a 26 afios, con el 31,78 % de estas muestras
positivas para VPH de alto riesgo oncogénico y el
43 .42 % de bajo riesgo (ver Cuadro 1 y Figura 2). El
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Figura 2. Porcentajes de tipo de VPH segtin su oncogeni-
cidad por grupo etario.

Cuadro 1

Resultados de grupos de edad y tipos de muestras por tipo de VPH

Edad Porcentaje VPH VPH no VPH de
positividad oncogénico oncogénico cualquier riesgo

Menor de 19 16,0 12,40 14 .47 13,52
20 a26 344 31,78 4342 38,07
27 a35 28,8 31,78 23,02 27,05
36 a40 7,0 8,50 4,60 64
41 a 50 10,5 13,17 9,20 11,03
Mayor de 51 33 2,30 5,26 391
Tipo de muestra Porcentaje VPH VPHno  VPH de cualquier
oncogénico oncogénico riesgo

Hisopado de pene 34,93 40,00 30,58 34,93
Cepillado de pene 4794 52,59 4394 4795
Otras 17,12 741 2548 17,12
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rango de edad que mostré una asociacién significativa
con infeccion por VPH de tipo oncogénico fue el de
20 a 26 afios (Chi= 4,000 P=0,05), comparado con
los grupos restantes.

Las muestras recolectadas con cepillo citolégico
fueron levemente maés eficientes en rendir ADN no
degradado para la amplificacién por PCR que las
recolectadas con hisopo de algodén, esto se determind
mediante la PCR beta-globina que permite analizar
la calidad del ADN para su amplificaciéon por PCR.
Asi se obtuvo un 9,8 % del total de muestras que no
produjeronun amplificado beta-globina,de las cuales
el47 4 % correspondieron a muestras obtenidas con los
cepillos, y el 52,6 % para las muestras obtenidas con
hisopos, estas muestras fueron excluidas del estudio.

Las muestras del area genital como cepillado
o hisopado frescos, representaron el 82,87 %, las
biopsias de tejido fresco, bloques de parafina de
region genito/anal, raspado de la regién anal y otros
tipos de muestras, representaron el 17,12 % restante
(Cuadro 1). Para determinar si existe una relacion
entre lazonaanatémica,anal opene,y eltipode VPH,
oncogénico o no oncogénico, se seleccionaron las
muestras positivas para estas dos zonas, con el tipo
de VPH determinado, para un total de 262 muestras
(Cuadro 2). Las muestras del area genital (pene)
tuvieron una menor asociacién con VPH de tipo
oncogénico que las muestras de laregién anal, a pesar
de la poca cantidad de estas ultimas, observandose
una fuerte asociacion entre VPH oncogénico y regién
anal (Chi= 7.405, P=0,05). Un pequefio porcentaje
de muestras resultaron con infeccién multiple (patrén
RFLP sobrepuesto para mas de un VPH, 2,3 %), pero
debido a la técnica de tipificacion utilizada estos no
pudieron identificarse. En este estudio no se tomé en
cuenta si los participantes tenian pareja con infeccion
por VPH, pero para algunos de ellos el médico report6
este dato, observandose que en un bajo porcentaje,
la infeccién en ambos miembros de la pareja era por

el mismo tipo viral.

DISCUSION

En una revisién de las tasas de prevalencia de
VPH de varios estudios, donde se tomaron muestras
de sitios anatémicos multiples, se encontré que
estas podian llegar a ser muy altas y variables,
desde 1,3 % hasta 72,9 %, en comparacion con las
tasas mas bajas obtenidas para estudios con sitios
anatémicos unicos como glande (6,5 % a 50 %),
prepucio (24 % a 50 %), cuerpo del pene (5,6 % a
51,5 %), escroto (7,1 % a 46,2 %) y uretra (8,7 % a
50 %) (8); por tanto, la recomendacién que se hizo a
los médicos especialistas de practicar un barrido con
el cepillo o el hisopo en todas las partes del pene y
el escroto fue acertada, pues permitié estimar una
mejor tasa de positividad (49,9 %). En cuanto a la
técnica para tomar la muestra, en esa mismarevision,
se comparan los estudios, utilizando cepillados,
hisopados, secos o humedecidos, con raspado previo
o sin él, observandose una mayor tasa de positividad
con muestras tomadas con el hisopo o el cepillo
humedecido en una solucién salina estéril y luego
de haber practicado un raspado previo suave con
papel esmerilado, a diferencia de este trabajo donde
los médicos especialistas tomaron muestras con
cepillo o hisopo no humedecido y en su mayoria sin
practicar raspado previo. Cabe resaltar que la técnica
para obtener las muestras por cepillado o hisopado,
fue explicada a los médicos especialistas, mediante
instrucciones por escrito y se insisti6 en que la
muestra debe ser tomada cuando el paciente tiene por
lo menos doce horas sin higienizarse el area genital
y que debe practicarse un barrido por todas las areas
del pene tales como surco, glande, cuerpo, y entrada
de la uretra o meato, sin provocar sangrado. Tanto el
cepillocomo el hisopo deben airearse para permitir su
secado,y guardarse en el sobre de papel suministrado,

Cuadro 2

Zona anatémica de muestreo y VPH oncogénico o no oncogénico

Zona anatémica n VPH oncogénico VPH no

(%) oncogénico (%)
Anal 20 4 (20) 16 (80)
Genital (pene) 242 125 (51,65) 117 (48,34)
Genital (otras) 620 - -

Chi cuadrado=7,405 (P=0.05)
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con la finalidad de evitar que la humedad provoque
el deterioro de la muestra por crecimiento bacteriano
o fingico, pero en muchos casos se observé que el
cepillo o hisopo fue guardado sin permitir su secado.
Debido a que la obtencién de ADN de calidad para
la deteccion depende mucho del tipo de instrumento,
de la técnica de recoleccién y de su conservacion, es
necesario unificar los criterios de toma de muestra
en hombres, para obtener muestras de alta calidad.

Encuantoalaedady presenciade VPH oncogénico,
se compararon individualmente los diferentes grupos
conlapresenciade VPH oncogénicoy nooncogénicoy
se encontré unarelacion significativaentre el rango de
edad 20 a 26 afios y la infeccién por VPH oncogénico
(Chi =4.000, P=0,05 ) este rango de edad se supone
que comprende el grupo con comportamiento sexual
riesgoso,es decir,cambio frecuente de pareja o mayor
promiscuidad, lo cual justifica que sea un grupo de
riesgo para la infeccién con VPH oncogénico.

Con respecto al sitio anatémico y su relacién
con la presencia de VPH, en un estudio realizado
con muestras ano-genitales de hombres de Estados
Unidos, Brasil y México, se encontré que la tasa de
positividad total fue de 65,2 %, con el 12 % de tipos
oncogénicos y 20,7 % de tipos no oncogénicos (9).
En nuestra poblacién aunque la tasa de positividad
obtenida fue un poco mds baja (49,9 %), el porcentaje
de cepas oncogénicas entre los positivos fue muy alta
(46,2 %). EIl hecho de que los hombres de nuestra
poblacién sean portadores de cepas oncogénicas en
mayor porcentaje, puede explicar en parte por qué se
tiene tambiénunatasaaltade cdncer cervical en nuestra
poblacién femenina. En ese estudio, el porcentaje de
prevalenciade VPH fue mayor en Brasil (72,3 %) que
en México y EE.UU que fueron similares (61,9 %
y 61,3 % respectivamente). En estos paises VPH16
(6,5 %), VPH51 (5,3 %) y VPH59 (5,3 %) fueron
los tipos oncogénicos mas cominmente detectados
y los no oncogénicos fueron VPH84 (7,7 %), VPH62
(7,3 %) y VPHG6 (6,6 %) (9). En nuestra poblacién,
VPH16 y VPHI18 tuvieron un porcentaje similar
de 12 % y 11 % respectivamente, pero mayor de lo
encontrado en Brasil (7,1 % VPH16; 3,1 % VPHI18)
pais fronterizo con el nuestro y la poblacién estudiada
comprendié 382 participantes, hombres en edades
entre los 18 y 70 afios, que acudieron al servicio de
urologia, es decir, en este aspecto, una poblacién
similaralanuestra. Enotro estudiorealizado en Chile
en 2008, sobre 62 hombres, asintomaticos, la tasa de
positividad fue muy alta, de 84 %, correspondiendo
el 70 % a VPH de alto riesgo oncogénico, esto puede
estarinfluenciado por el método de deteccién utilizado
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en ese estudio (12).

Por otra parte, en nuestro estudio se encontré una
relacién significativa entre la muestra de la region
anal y la presencia de VPH oncogénico, lo cual puede
estar relacionado con la incidencia de cdncer anal
en hombres y mujeres, este tipo de cancer ubicado
en la categoria de cancer de coldn, recto y ano, se
encuentra como la sexta causa de muerte por cincer
en Venezuela (13).

En Brasil la tasa de incidencia y mortalidad por
cancer de cuello uterino es mucho menor que en
Venezuela, (10,2 vs 16,8), de hecho, nuestro pais
pertenece a los paises caribeflos con las tasas mas
altas de incidencia y mortalidad de américa latina,
en comparacion con los paises sudamericanos (14).
Existen diferencias por regién y atn dentro de los
paises, tales diferencias se deben principalmente
al impacto de los programas de tamizaje o
pesquisa, las tasas de natalidad y las desigualdades
socioeconémicas. Por su parte, la alta tasa de
positividad de VPH en hombres demostrada en
nuestro estudio, puede jugar un importante papel en
latransmisién de VPH de altoriesgo oncogénico entre
la poblacién femenina y contribuir importantemente
con la incidencia del cancer cervical en nuestro pais.

CONCLUSIONES

En este estudio el porcentaje de positividad de
infecciéon por VPH fue comparativamente menor
que en otros paises de la regién, pero se observo
una alta tasa de subtipos virales oncogénicos. Esto
puede explicar la alta incidencia de cancer cervical
observadaen nuestra poblacién femenina. Asimismo,
se encontrd también una fuerte asociacioén entre VPH
oncogénico y la regién anal, lo cual permite sefialar
que la infeccién por VPH oncogénico en la region
anal puede ser un factor de riesgo importante para el
desarrollo de céncer anal.
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Quimicos ambientales dafian la salud reproductiva.

Obstetras y ginecologos abogan por cambios de politicas para proteger la salud
23 de septiembre 2013

Los productos quimicos téxicos en el medio ambiente perjudican nuestra capacidad de reproduccion,
afectan negativamente a los embarazos, y estan asociados con muchos otros problemas de salud a largo plazo,
de acuerdo con el Colegio Americano de Obstetras y Ginecdlogos (El Colegio) y la Sociedad Americana de
Medicina Reproductiva (ASRM). En un Comité de Opinién conjunto, el Colegio y la ASRM solicitan que con
urgencia los obstetras y ginecélogos aboguen por cambios en las politicas gubernamentales para identificar y
reducir la exposicion a los agentes ambientales téxicos.

"Los legisladores deben exigir a la Agencia de Proteccién Ambiental de EE.UU. y la industria que definan
y estimen los riesgos que la exposicion a los productos quimicos dafiinos representan para las embarazadas, los
rec y los nifios y actuar para proteger a las poblaciones vulnerables", dijo Jeanne A. Conry, MD, PhD, presidenta
de El Colegio.

"Todas las mujeres embarazadas en Estados Unidos estdn expuestas a muchos productos quimicos diferentes
en el medio ambiente", dijo la Dra. Conry. "La exposicién prenatal a ciertas sustancias quimicas estd vinculada a
abortos involuntarios, muertes fetales y defectos de nacimiento." Muchos productos quimicos que las embarazadas
ingieren o absorben del ambiente pueden atravesar la placenta y llegan al feto. La exposicién al mercurio durante
el embarazo, por ejemplo, se sabe puede dafiar el desarrollo cognitivo en los nifios.

Laevidenciacientificaenlos iltimos 15 afios muestra que laexposicion alos agentes ambientales toxicos antes
de la concepcidn y durante el embarazo puede tener efectos significativos y duraderos en la salud reproductiva.
"Por ejemplo, la exposicion a plaguicidas en los hombres se asocia con una mala calidad del semen, esterilidad
y cancer de préstata", dijo Linda C. Giudice, MD, PhD, presidenta de la ASRM. "También sabemos que la
exposicion a los pesticidas puede interferir con la pubertad, la menstruacién y la ovulacién, la fertilidad y la
menopausia en las mujeres."
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