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Resumen El cancer cérvico-uterino (CCU), que esta fuertemente asociado a la infeccion por virus papiloma
humano de alto riesgo (VPH-AR), sigue siendo un problema de salud publica en Latinoamérica. El
uso de la citologia para la deteccién de lesiones pre-cancerosas no ha tenido mayor impacto en las tasas de
incidencia y mortalidad det CCU, que aun se mantienen altas en la region. La disponibilidad de nuevas técnicas
de tamizaje para la deteccién de lesiones pre-cancerosas y de vacunas altamente eficaces que previenen casi
todas las lesiones relacionadas con los VPH-AR de alto potencial oncogénico VPH 16 y 18, en mujeres no ex-
puestas previamente al virus brindan una gran oportunidad para la prevencion del CCU. La deteccidn de VPH-
AR representa actualmente un valioso componente de las guias clinicas para el tamizaje, manejo y tratamiento
de!l CCU y sus lesiones precursoras. Se han desarrollado estrategias metodologicas que detectan un amplio
espectro de tipos de VPH-AR; sin embargo, solo un pequefio subgrupo de ellas ha documentado la validacién
clinica para cualquiera de las indicaciones habituales de la deteccion de estos virus. Las pruebas de VPH que no
estén validadas y que no hayan demostrado confiabilidad, reproducibilidad y exactitud no deben ser usadas en
el manejo clinico. Una vez incorporada una prueba de VPH en el laboratorio, es esencial que el procedimiento
completo sea sometido a un continuo y riguroso control de calidad para evitar practicas subéptimas, potencial-
mente dafinas. Este articulo discute los recientes progresos y el estado actual de estos métodos.

Palabras clave: cancer cérvico-uterino, tamizaje cervical, virus papiloma humano (VPH), técnicas de tamizaje,
validacién clinica

Abstract Human papilomavirus detection in cervical cancer prevention. Cervical cancer (CC), which is

strongly associated to high-risk human papillomavirus (hr-HPV) infection, continues being a significant
health problem in Latin America. The use of conventional cytology to detect precancerous cervical lesions has
had no major impact on reducing CC incidence and mortality rates, which are still high in the region. New scree-
ning tools to detect precancerous lesions became available, which provide great opportunities for CC prevention,
as do highly efficacious HPV vaccines able to prevent nearly all lesions associated with HPV-16 and -18 when
applied before viral exposure. Currently, hr-HPV testing represents an invaluable component of clinical guidelines
for screening, management and treatment of CC and their precursor lesions, Many testing sirategies have been
developed that can detect a broad spectrum of hr-HPV types in a single assay; however, only a small subset
of them has documented clinical periormance for any of the standard HPV testing indications. HPV tests that
have not been validated and lack proof of reliability, reproducibility and accuracy should not be used in clinical
management. Once incorporated into the lab, it is essential to submit the whole procedure of HPV testing to
continuous and rigorous quality assurance to avoid sub-optimal, potentially harmful practices. Recent progress
and current status of these methods are discussed in this article.
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Esta demostrado que el cancer cérvico-uterino (CCL)
es una consecuencia poco frecuente de la infeccion per-
sistente por virus papiloma humano (VPH) de alto riesgo
oncogénico. Esta neoplasia sigue siendo un problema
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de salud publica en la Argentina y en toda Latinoaméri-
ca. El uso de la citologia para la deteccion de lesiones
pre-cancerosas no ha tenido mayor impacto en las
tasas de incidencia y mortalidad, que atin se mantienen
altas. La disponibilidad de nuevas técnicas de tamizaje
empleando estrategias viroldgicas para la deteccién de
lesiones pre-cancerosas, junto con la administracién de
vacunas altamente eficaces que previenen casi todas las
lesiones relacionadas con VPH 16 y VPH 18 en mujeres
no expuestas previamente al virus, representan una gran
oportunidad para la prevencién del CCU.
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En esta revisién se resumen las principales técnicas
comerciales actualmente disponibles para la deteccién
de VPH con fines clinicos, enfocando su fundamento
e indicaciones sobre la base de la evidencia cientifica.
La informacién ha sido obtenida a través de busquedas
bibliograficas usando Medline/ Pubmed, Web of Science,
Scopus, Bing, Google Scholar and Google, que finaliza-
ron en diciembre 2012. Dado el explosivo desarrollo de
nuevos sistemas, se hizo hincapié en aquellas pruebas
de mayor uso a nivel mundial.

Principales aspectos biolégicos del VPH

El VPH pertenece a la familia Papilomaviridae e infecta
y replica en el niicleo de células epiteliales (piel y muco-
sas)'. Posee una estructura relativamente simple: una
capside proteica de simetria icosaédrica y en su interior
el material genético bajo la forma de ADN doble cadena
circular; carece de envoltura (virus desnudo) (Fig. 1A).
Los genomas de los distintos VPH evidencian una gran
similitud en su organizacion (Fig. 1B). Poseen nueve mar-
cos de lectura abiertos (en inglés “open reading frames,
ORFs") diferentes; cada uno de ellos representa un gen
viral que codifica una proteina responsable de caracte-
risticas biolégicas tales como el rango de hospedador, el
tropismo tisular y la patogenia de la infeccion, El genoma
puede ser dividido en tres regiones? 3:

La regién larga de control (LCR) o regién no codifica-
dora, representa el 15% del genoma viral y contiene el
origen de la replicacién, algunas secuencias promotoras,
estimuladoras y represoras de la expresién de genes y
de la replicacion del DNA.

La region temprana (E, por early) representa alrededor
del 45% del genoma viral y contiene al menos 7 genes.
Codifica proteinas involucradas en la transcripcion viral
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B &
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Fig. 1.— A: Particulas de virus papiloma humano. La mi-
crofotografia muestra los viriones del virus papiloma (co-
loracion negativa, aumento 160 000 x). En los esquemas
puede observarse con detalle la morfologia esférica de
la particula de VPH con sus capsémeros y el ADN en el
interior. B: Representacion esquematica del genoma de
HPV 16. Se indican los genes tempranos (E), tardios (L)
y la regidn regulatoria (LCR).
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(E2), la replicacion del DNA viral (E1 y E2), la proliferacién
celular (E5, E6 y E7) y, posiblemente, algunos pasos
tardios del ciclo viral (E4). Los genes E6 y E7 son conside-
rados oncogenes virales por su capacidad transformante.
Las proteinas que codifican (oncoproteinas E6 y E7) en
los VPH de alto riesgo pueden unirse con las proteinas
celulares supresoras tumorales p53 y pRB, respectiva-
mente, alterando la proliferacién celular y la apoptosis? 2,

La region tardia (L, por late) comprende alrededor del
40% del genoma viral y contiene dos marcos de lectura
abiertos, esenciales para la replicacién viral productiva. L1
codifica para la proteina principal de la capside; es un gen
altamente conservado en los virus Papiloma de distintas
especies y entre los distintos tipos de VPH, razén por la
cual es uno de los blancos preferidos para el diagndstico
molecular; mientras que L2 codifica para la proteina menor
de la capside y muestra marcadas diferencias aun enire
los tipos que infectan a una misma especie??.

Carga de enfermedad asociada a la infeccién
genital por VPH

La gran importancia del VPH en el campo sanitario se
puso de manifiesto con el conocimiento de su potencial
oncogeénico y su asociacién con tumores humanos, en
especial con el CCU, que representa el segundo céan-
cer mas comun en mujeres en el mundo. Su incidencia
mundial es de 530 000 casos por afio, 80% de los cuales
corresponden a paises en vias de desarrollo, con una
mortalidad cercana al 50%?*.

De acuerdo con las estadisticas del Ministerio de Sa-
lud, en la Argentina se diagnostican cada afio aproxima-
damente 4 000 casos nuevos de CCU y cerca de 2 000
mujeres mueren a causa de la enfermedad. Su tasa de
incidencia era, en 2008, de 17.5/100 000 mujeres y la tasa
de mortalidad, ajustada por edad, de 7.4 muertes/100 000
mujeresS,

Los VPH, etiolégicamente estan asociados practica-
mente al 100% de los casos de CCU. También se vinculan
con el desarrollo de neoplasias extracervicales, tales
como los canceres de vulva (» 50%), vagina (~ 65%),
pene (= 40%), ano (~ 95%), cabeza y cuello, en especial
los orofaringeos (cavidad nasal, glandulas salivales, amig-
dalas, lengua, boca, ~ 60%)°. Sin embargo, la incidencia
de todos los canceres extiracervicales asociados al VPH
es de solo el 12% del total de los canceres asociados a
este virus, lo cual focaliza al CCU como el principal mévil
clinico y econémico para la prevencion’ 8.

Clasificacién de los VPH: ;todos los tipos
son igualmente oncogénicos?

Los tipos de VPH que infectan las mucosas son aproxi-
madamente cuarenta. Se subdividen en dos grupos con
diferente categoria de riesgo de desarrollo de cancer®'":
los VPH de bajo riesgo (VPH-BR) entre los que se incluyen
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los VPH tipos 6, 11, 42, 43 y 44, cominmente presentes
en las lesiones benignas con minimo riesgo de progresién
maligna, y los VPH de alto riesgo (VPH-AR) que abarcan
los VPH tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58
y 59, los cuales, bajo la forma de infeccién persistente,
pueden conducir a la transformacién neoplésica. Estos
virus son considerados carcinégenos clase |, segun lo
sugerido por la Agencia Internacional de Investigacion
sobre Cancer (IARC 2009) 11,

Tipos virales en citologia normal y lesiones
del cuello uterino de distinto grado

Numerosos estudios han demostrado que el tipo viral
mas frecuente mundialmente es el VPH 16, Distintos tipos
virales pueden ocupar los siguientes lugares en orden de
frecuencia segun la regién geogréafica y el diagndstico
citohistolégico, entre otros factores.

En mujeres con citologia cervical normal, la positividad
para VPH oscila entre 10 y 15% a nivel mundial®. En la
Argentina, el estudio poblacional llevado a cabo por la
IARC en Concordia (Entre Rios) mostré una prevalencia
de 16.6%, con un pico en menores de 25 afios, similar a
datos de otros lugares del mundo™. Se puede identificar
una amplia variedad de tipos virales; en general el VPH
16 ocupa el primer lugar, aunque sin un predominio
marcado'?4,

En todas las lesiones intraepiteliales de! cuello uterino
(SIL o CIN) se detecta VPH, ya que es su agente causal;
sin embargo, el espectro de los tipos virales varia segtn
la gravedad de la lesion. En las lesiones intraepiteliales
de bajo grado (LSIL), también llamadas neoplasias intrae-
piteliales cervicales grado 1 (CIN 1), puede encontrarse
gran diversidad de tipos virales. Un metaanalisis mundial
observé que el VPH 16 fue el tipo mas frecuente (26.3%),
seguido de VPH 31 (11.5%), VPH 51 (10.6%) y VPHV 53
(10.2%)". En las lesiones intraepiteliales de alto grado
(HSIL), que comprende las llamadas neoplasia intraepi-
telial cervical grado 2 (CIN 2) y neoplasia intraepitelial
cervical grado 3 (CIN 3), el espectro de tipos virales es
mas restringido, con predominio de los VPH-AR, en es-
pecial VPH 16 y 18 (50%)6: 17,

En los CCU, los tipos virales que ocupan el primero
y segundo lugar son los VPH 16 y 18, respectivamente,
alcanzando juntos alrededor del 70% de la etiolagia de
las neoplasias a nivel mundial®®. En América Latina y el
Caribe, el mayor metaanalisis realizado que incluyé mas
de 5500 CCU confirmé este hallazgo, siendo los seis
siguientes mas comunes los VPH 31, 45, 33, 52, 58 y
35, que sumados a los VPH 16 y 18 son responsables
del 86.5% de esta neoplasia en la regién'” (Fig. 2). En
este estudio, el subgrupo de 1000 casos de CCU de la
Argentina mostr6é una prevalencia de VPH 16 del 59.5%
y de VPH 18 del 17.6% que sumados superan el 77%;
estos datos demuestran que las vacunas actualmente
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Fig. 2.- Tipos de VPH en céncer cérvico-uterino en Amé-
rica Latina y el Caribe: una revision sistematica de
estudios epidemiolégicos.

(Fuente: Ciapponi A, Bardach A, Glujovsky D, Gibbons L,
Picconi MA. PLoS One. 2011;6(10):e25493).
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Fig. 3.— Historia natural de la infeccién por HPV en el
cuello uterino. (Adaptado de Schiffman My col®)

licenciadas, que incluyen a estos tipos virales en su for-
mula, son apropiadas para nuestra poblacion'”.

En el caso particular de los adenocarcinomas de cuello
de utero, que representan un subgrupo minoritario dentro
de los CCU (10-20%), en general mas agresivos, la varie-
dad de genotipos virales encontrados es mucho menor;
solamente los VPH 16, 18 y 45 son los responsables de
mas del 90% de estas neoplasias'® 8,

Es frecuente la presencia de mas de un tipo viral en
muestras anogenitales (20-30%); las implicancias de es-
tas infecciones multiples en la patogenia del cancer son
aun controvertidas. Trabajos recientes han demostrado
que coinfecciones con muiltiples tipos virales de alto riesgo
Se asocian con un riesgo significativamente aumentado de
CIN 2 o mayor; sin embargo, el riesgo de enfermedad fue
similar a la suma del riesgo estimado en forma individual
para cada uno de los tipos virales, con baja evidencia
de sinergismo. Aunque con menor frecuencia, en CCU
también se han detectado infecciones multiples, aunque
se ha observado que la lesién maligna es inducida solo
por uno de los tipos virales presentes™.
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Patogenia de VPH en el tracto genital:
infecciones transitorias vs. persistentes

La infeccion por VPH esta ampliamente distribuida en
la poblacion general, siendo la infeccién de transmisién
sexual la més frecuente. Se estima que mas del 70% de
las personas sexualmente activas tendran contacto con
el virus en algin momento de la vida®,

La Fig. 3 esquematiza el modelo actual de la historia
natural de la infeccién por VPH y el CCU. La mujer ad-
quiere la infeccién a través de relaciones sexuales con
parejas infectadas, por lo que la frecuencia de esta infec-
cién presenta un pico en la edad de inicio de la actividad
sexual (15-25 afnos). Mas del 80% de estas infecciones
(aun las producidas por los VPH-AR, con o sin anomalias
citolégicas), son transitorias, es decir que son controla-
das por el sistema inmune y se hacen indetectables en
aproximadamente 1-2 afos® 2 2!, Durante la infeccidn
productiva, en las células cervicales pueden observarse
cambios morfolégicos benignos inducidos por el virus,
que se asocian con CIN 1 o LSIL.

Por otro lado, existe un grupo minoritario (menos del
20%, aunque numéricamente importante dada la alta
circulacién viral) de infecciones producidas por tipos de
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VPH-AR que persisten; éstas son las infecciones que
concentran el foco de la atencién, ya que tienen una
mayor probabilidad de avanzar a CIN2/3. Se estima que
el tiempo necesario para progresar a la malignidad, en
caso de permanecer sin tratamiento, es de varios afios. El
pico de incidencia de las lesiones precancerosas ocurre
aproximadamente a los 30-40 afios y el del CCU cerca
de una década después. Por esta razén, los programas
de tamizaje estan dirigidos a mujeres a partir de los 25-
30 anos, con el fin de identificar aquéllas portadoras de
lesiones precursoras® 10-20-21, o

La Agencia Internacional de Investigacion sobre Can-
cer (IARC, Lyon, Francia), perteneciente a la Organizacion ‘
Mundial de la Salud (OMS), ha establecido en 1995 que
los VPH-AR son carcinogénicos en humanos?®: Esta carci-
nogénesis esta sustentada en evidencias epidemiolégicas
y experimentales que indican que proteinas de esos virus
interfieren en el control de la proliferacion celular? 323, Asi
se marco un hito, poniendo fin a la controversia sobre el rol
etiolégico del virus en el desarrolio del cancer y sefalando
a la infeccion por VPH como condicién necesaria para
la génesis del tumor. Esto dio lugar a la apertura de un
nuevo y amplio campo de trabajo en lainmunoprevencién
y la aplicacion clinica de la deteccién viral?.
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Fig. 4.— Ensayos que detectan los VPH de alto riesgo. A: Deteccion de ADN de VPH por captura de hibridos. Se es-
quematizan los pasos del ensayo. B: Deteccién de ADN de VPH mediante el sistema Cobas 4800. A la izquierda se
muestra un esquema del fundamento y a la derecha una foto del equipamiento. C: Deteccién de ARN mensajeros de los
oncogenes E6 y E7de VPH-AR. Esquema explicativo del ensayo; se representa la corriente en que fluye la informacion
genética: ADN®ARN®proteinas. La deteccion de los ARNm de las oncoproteinas E6/E7 es indicativa de la expresion de
dichas proteinas virales, las cuales han sido directamente asociadas a la transformacién maligna.

Las Figuras pueden observarse en color en www.mecinabuenosaires.com
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Deteccién de VPH mediante técnicas de
biologia molecular en la patologia cervical

Debido a que el VPH no puede ser propagado en los culti-
vos celulares convencionales, las pruebas para su estudio
se fundamentan en la biologia molecular, enfocando la
deteccion de los cidos nucleicos virales. Existe una am-
plia variedad de formatos, incluidos aquellos que se basan
en la deteccion de ADN, ARN mensajero (ARNm), los que
detectan grupos de VPH-AR y los que identifican tipos
virales especificos. La gran mayoria emplea en alguno
de sus pasos a la amplificacion génica por la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), tanto convencional como
en tiempo real y/o la hibridacién de acidos nucleicos. Mas
recientemente se desarrollaron pruebas que detectan la
sobreexpresion de las oncoproteinas E6 y E7 de algunos
VPH-AR.

Sensibilidad analitica vs. sensibilidad
clinica: ¢ por qué es importante
distinguirlas?

Cuando se evaltia un determinado método para la de-
teccion del VPH es critico considerar la diferencia entre
dos conceptos muy importantes: la sensibilidad analitica
y la sensibilidad clinica. Cuando se habla de “sensibi-
lidad analitica” se hace referencia a los métodos que
son capaces de detectar cualquier infeccién por VPH,
independientemente de la presencia o no de lesiones;
en cambio, la “sensibilidad clinica” hace referencia a
aquellos métodos que detectan infecciones por VPH
asociadas a una enfermedad relevante. En base a estos
dos conceptos, la eleccion de la prueba para detectar el
ADN del VPH varia segun su aplicacién?s-2,

Los métodos con alta sensibilidad analitica son criticos
para la deteccion precisa del VPH y su genotipificacién.
Una vez iniciada la vacunacion contra VPH, estas técnicas
son cruciales para la vigilancia virolgica y la identificacién
del amplio espectro de genotipos de VPH?2°, Esto permite
evaluar el impacto de la vacunacion sobre la prevalencia
de los tipos incluidos en la férmula vacunal, los tipos vi-
rales relacionados con la vacuna (proteccién cruzada), la
identificacion de nuevos tipos, la discriminacién de tipos
en las infecciones miltiples y el potencial reemplazo de
genotipos. Asimismo, estos métodos son de eleccién para
la investigacion epidemiolégica de prevalencia de geno-

- tipos en distintas poblaciones. Por ello deben emplearse
técnicas validadas para estos fines, con certificacién
internacional establecida por los controles de calidad de
la Red Global de Laboratorios de VPH (WHO HPV Lab-
Nef) perteneciente a la OMS®, Estas técnicas se basan
en su gran mayoria en ensayos de PCR combinados
con hibridacién reversa empleando un vasto nimero de
oligosondas tipo-especificas que permite identificar casi
la totalidad de los tipos virales que infectan las mucosas
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(cerca de 40). Este grupo de métodos no se aplica en la
clinica, por lo que su descripcién no se desarrollara en
este artfculo.

Por otro lado, las pruebas de VPH usadas en el control
de pacientes requieren de métodos con alta sensibilidad
clinica. Estas técnicas seran descritas en detalle a conti-
nuacion. Tanto los médicos y bioquimicos asistenciales
como los profesionales encargados de tomar decisiones
en salud publica deberan ser muy cuidadosos cuando
seleccionan una técnica a partir de la amplia variedad
disponible en el mercado. Para esto, es fundamental
contar con informacién actualizada sobre la validacién
clinica del método y realizar un andlisis costo-beneficio
minucioso y responsable teniendo en cuenta el propé-
sito requerido; una opcién mas segura es optar por los
métodos aprobados para el uso clinico por las agencias
regulatorias, tanto fa nacional (Administracién Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica; ANMAT)
como extranjeras (Food and Drug Administration, FDA,
EE.UU. y European Medicines Agency, EMA, Europa).

Ademas, debe tenerse en cuenta que, a diferencia de
lo que sucede con los sistemas comerciales para la detec-
cién de otros agentes microbianos, la gran mayorfa de los
equipos de VPH que se venden actualmente no incluyen
el paso inicial de la extraccion del material genético e,
incluso, algunos ni siquiera mencionan en sus manuales
del fabricante las alternativas metodoldgicas para realizar
dicha etapa; esto debe ser tenido en cuenta, ya que la
extraccion de los acidos nucleicos de la muestra es un
paso critico para el éxito de la determinacion viral y debe
realizarse en condiciones estandarizadas.

Importancia de la validacién clinica

El uso de pruebas de VPH que no han sido clinicamente
validadas para el manejo de pacientes representa un
serio problema a nivel mundial y se debe en gran parte
a la falta de regulacién. Los ensayos de deteccion de
VPH para la identificacién de mujeres en mayor riesgo
de desarrollar CCU difieren de manera significativa de
las pruebas moleculares para otros virus de relevancia
médica, ya que en los de VPH la sensibilidad analitica no
es el principal objetivo, sino que lo que se persigue es
la sensibilidad clinica. Lamentablemente, la mayoria de
las pruebas de VPH disponibles en la actualidad tienen
elevada sensibilidad analitica y, consecuentemente,
cuando se los usa para el control de pacientes pueden
generar una cantidad de positivos sin significado clinico,
originando colposcopias, biopsias y eventualmente trata-
mientos innecesarios, gue en su conjunto pueden dafar
fisica y psico-emocionalmente a las pacientes, invirtiendo
el efecto positivo deseado de la accién médica®®, Es
extremadamente necesario que los fabricantes pongan
esfuerzo en la validacion clinica de sus pruebas siguiendo
los estandares acordados internacionalmente, usando los
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puntos-finales validados clinicamente; asimismo, es de
suma importancia que los resultados de estos ensayos
clinicos sean publicados en revistas internacionales con
revisores que avalen su rigor cientifico.

Indicaciones para la aplicacién de las
pruebas de VPH en la practica clinica

Las principales indicaciones consensuadas internacio-
nalmente para el uso de las pruebas de ADN de VPH
en la practica clinica actual son las que se enumeran a
continuacién?®: 3435,

Esclarecimiento de citologias atipicas de significado
indeterminado (ASCUS). E! término proviene del inglés
Alypical Squamous Cells of Undetermined Significance y
significa cambios atipicos en las células escamosas del
cuello uterino que no pueden ser especificamente clasi-
ficados. La existencia de ASCUS no debe alarmar, pues
no significa enfermedad; sin embargo, es necesario su
esclarecimiento. Una gran parte de los casos de ASCUS
corresponde a alteraciones benignas, pero este grupo
de mujeres tiene mayor riesgo de patologia significativa
comparada con la poblacién general, por io que requieren
seguimiento. Existe evidencia consistente que indica que
las pruebas de VPH son mds seguras que la repeticion
de la citologia para los casos de mujeres que tuvieron
resultado de ASCUS+,

Seguimiento de mujeres con resultados citoldgicos
anormales que resultaron negativas a la colposcopia/
biopsia inicial. Las pruebas de VPH, en especial las que
permiten genotipificar VPH 16 y 18 o detectar ARNm
pueden ayudar a identificar mujeres en mayor riesgo de
desarrollar lesiones graves; sin embargo, las mujeres que
resultaran negativas para estos ensayos deben seguir
siendo controladas® %597,

Control post-tratamiento de lesiones CIN2 o mas gra-
ves (CIN2+). Las mujeres que han sido diagnosticadas con
lesiones CIN2 o CIN2+ y sometidas a terapia de ablacion
o0 conizacion deben ser seguidas después del tratamiento.
A pesar de que mas del 90% de mujeres curan, hay un
riesgo de recurrencia de CIN o de desarrollo de cancer
invasor. Los datos actuales indican que las pruebas de
VPH son capaces de detectar la enfermedad residual o
recurrencia mas rapidamente, con mayor sensibilidad y
similar especificidad que el seguimiento citolégico®* 2,

Tamizaje primario en mujeres a partir de los 30 afios
para detectar lesiones precursoras de CCU: las pruebas
de VPH ofrecen numerosas ventajas cuando se las com-
para con el tamizaje citoldgico; entre ellas, son pruebas
sensibles, altamente reproducibles, objetivas (con minima
influencia del operador) y con estandares para control de
calidad de uso en cada tanda de determinaciones. En
particular, el elevado valor predictivo negativo de estas
pruebas (cercano al 100%) permite confiar en que un re-
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sultado negativo significa con un alto margen de seguridad
que la mujer no tiene VPH; esto ha permitido considerar
la ampliacion del intervalo de tamizaje, espaciando los
controles al menos 5 afios® 37.39.40,

Sin embargo, aun entre las mujeres mayores de 30
anos, la relacion entre cancer cervical e infeccion tran-
sitoria es baja y los ensayos de VPH deben superar el
problema intrinseco de un valor predictivo positivo bajo.
Esta relativa menor especificidad de las pruebas de VPH
hace necesaria una prueba adicional en las mujeres que
son positivas para ADN de VPH en el tamizaje primario,
que se conoce en inglés como triage testo prueba de tria-
je. Esta prueba permite, por un lado identificar a aquellas
mujeres que estan en riesgo de ser portadoras de una
lesién precursora del céancer cervical y por otro, tranqui-
lizar a aquéllas que solo tienen una infeccién transitoria
o de bajo riesgo® 373840,

Para el triaje pueden emplearse los métodos de inspec-
cién visual, la citologia y los biomarcadores moleculares.
Entre estos ultimos, podemos diferenciar aquellos que
son indicadores directos de la expresién de los oncoge-
nes virales E6 y E7 (ARNm y oncoproteinas) que seran
desarrollados mas adelante en el presente articulo. Por
otro lado, estén los biomarcadores de proliferacion ce-
lular aumentada e inestabilidad genética, entre los que
se encuentran la deteccion de las proteinas celulares
p16™NK4a Ki-67, topoisomerasa IIA (TOP2) y proteinas de
mantenimiento de minicromosoma (MCM)“-4!; este Gltimo
subgrupo no serd tratado en esta revision, ya que abarca
técnicas dirigidas a blancos celulares, no virales.

Actualmente, se estan desarrollando algoritmos que
emplean como tamizaje primario la prueba de VPH, bajo
diferentes contextos y adaptandose a las necesidades
locales®™ %, En la Argentina, el Programa Nacional de
Prevencién del Cancer Cérvico-Uterino (Instituto Nacional
del Céncer, Ministerio de Salud de la Nacién) implementd
el tamizaje primario empleando la prueba de VPH, con
el triaje por citologia en aquellas mujeres que dieron la
prueba de VPH positiva, a fin de confirmar la presencia
de anomalias citoldgicas. Esta decisién se basé en las
evidencias cientificas que han demostrado una mayor
sensibilidad de la prueba viroldgica en la deteccién de
lesiones CIN2/3% 37.3.4 Dado el alto valor predictivo
negativo de la prueba, se espaciarian a 3 afos los con-
troles en caso de un resultado de VPH negativo. Esta
estrategia de tamizaje se inicié en 2011 en la provincia
de Jujuy, para mujeres entre los 30 y 64 afios; en 2013 se
extendera a Catamarca, Misiones y Neuguén, y en forma
gradual a todo el pais®.

Debe tenerse en cuenta que no todos los ensayos
estan validados para la totalidad de las aplicaciones
clinicas descriptas anteriormente. A continuacion, se
detallaran las pruebas de VPH de mayor uso global, con
sus indicaciones clinicas especificas.
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Ensayos de deteccion de VPH mas
usados con fines clinicos: fundamento y
caracteristicas generales

La variedad de técnicas de uso en la practica clinica para
la deteccion de VPH se ha ampliado enormemente en la
uttima década. Actualmente, se estima que hay disponi-
bles en el mercado més de cien pruebas comerciales?.
Estas pruebas pueden ser divididas en tres grupos segtin
detecten: a) el ADN de los VPH-AR (sin ningun tipo de
genotipificacién individual), b) ADN de los VPH-AR con
la concomitante genotipificacién parcial de algunos de
los principales tipos de alto riesgo y, ¢) ARNm de las
oncoproteinas E6 y E7 de los VPH-AR.

Mas recientemente se han desarrollado dos pruebas
que detectan la sobreexpresion de las proteinas E6 y E7
en el epitelio cervical, empleando anticuerpos monoclo-
nales. Una de ellas es AVantage HPV E6 Tesf™ (Arbor
Vita Corporation, Fremont, EE. UU.) que identifica la
proteina E6 de los VPH tipos 16, 18 y 45, en un formato
de tira (strip)*®-#3, El otro ensayo fabricado por OncoHealth
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Corporation (San Jose, EE.UU.) presenta un formato de
ELISAy puede ser acoplado a la citologia liquida®. Se tra-
ta de pruebas relativamente rapidas y sencillas, de costo
reducido y bajo requerimiento de infraestructura. Si bien
todavia no hay informacion publicada sobre su validacion
clinica, los datos preliminares parecen ser alentadores en
relacién a su alta especificidad y elevado valor predictivo
positivo; esto haria posible identificar mujeres con riesgo
aumentado de pre-cancer o CCU, llevando a cabo una
menor cantidad de colposcopias o biopsias, comparado
con lo requerido cuando se usan sistemas de deteccion
de ADN de VPH. Sin embargo, la baja sensibilidad que
alcanzan estas pruebas plantea un interrogante en rela-
cion a como implementarias; ¢ solo serian alternativas de
triaje o también podrian usarse en el tamizaje primario?
En este dltimo caso se necesitaria, ademas, que las
pruebas puedan detectar las oncoproteinas de todos los
tipos de VPH-AR.

La Tabla 1 resume los principales sistemas de
deteccion de VPH que se aplican actualmente en la
clinica.

TABLA 1. Sistemas comerciales para la deteccion de VPH en la practica clinica mds usados a nivel mundial.

Ensayos para VPH-AR

Estado actual

- Ensayos para ADN VPH-AR sin genotipificacion
Hybrid Capture® 2 (HC2) HPV DNA Test
(QIAGEN Inc., Gaithersburg, MD; USA (antes Digene Corp.)

ElA kit HPV GP HR (Diassay, Rijswijk, The Netherlands)

Cervista® HPV HR Test (Hologic, Madison, W)

CareHPVTM Test (QIAGEN Inc., Gaithersburg, MD; USA)

- Ensayos para ADN VPH-AR con concurrente genotpificacion
parcial de los principales VPH-AR

cobas® 4800 HPV Test
(Roche Molecular Systems Inc., Alameda, CA, USA)

RealTime High Risk HPV test (Abbott Molecular, Des Plaines, IL)

Cervista HPV 16/18 Test (Hologic, Madison, Wwi)

digene® HPV Genotyping PS Test, RUO (Qiagen, Hilden, Germany)

- Ensayos para ARNm de E6/E7 de VPH-AR

APTIMA? HPV Test (Gen-Probe Inc., San Diego, CA)
PreTect HPV-Proofer (NorChip, Klokkarstua, Norway)/

NUCliSENS EasyQ® HPV (Biomérieux, Marcy I'Etoile, France)

Aprobado FDA (2003)% °

Validado clinicamente?

Aprobado FDA (2009)

Validado clinicamente

Aprobado FDA (2011) "
Validado clinicamente?

Aprobado FDA (2009)

Aprobado FDA (2011)

Ampliamente usado con fines
especificos®

Validado clinicamente de acuerdo a los requerimientos internacionales para su uso en el tamizaje en mujeres a

partir de los 30 afios.
®Disponible en Argentina.

VPH: virus papiloma humano; VPH-AR: tipos de virus papifoma humano de alto riesgo. FDA: Food and Drug Admi-

nistration, EE.UU.
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Ensayos que detectan los VPH de alto riesgo (VPH-AR)

Las pruebas para ADN de los VPH-AR constituyen un
grupo de ensayos cualitativos y semicuantitativos que
detectan en conjunto tipos virales considerados onco-
génicos, empleando varias tecnologias, no permitiendo
la distincion de un tipo © mas tipos virales de manera
individual. El uso de estas pruebas ha sido aceptado
en: 1) Triaje de mujeres con citologia ambigua o inde-
terminada, 2) Seguimiento después del tratamiento de
neoplasias intraepiteliales de alto grado (CIN 2+) y 3)
tamizaje primario® %44, En este grupo cabe mencionar
los siguientes ensayos:

Captura de Hibridos 2 (HC2): fue desarrollado origi-
nalmente por Digene Corporation (Gaithersburg, MD,
EE.UU.) y actualmente comercializado por Qiagen (MD,
EE.UU.). Es la prueba mas antigua y méas frecuentemente
usada a nivel mundial y esta disponible en la Argentina.
Se fundamenta en una hibridacion de &cidos nucleicos
en fase liquida (Fig. 4A). Las células cérvico-vaginales
son tratadas con una solucién alcalina desnaturalizante
que expone el material genético. La hibridacion se lleva
a cabo en condiciones de alta exigencia con una mezcla
de ribosondas (sondas ARN) correspondientes a los 12
tipos de VPH-AR (VPHs 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59) mas el VPH-68. Estas 13 sondas constituyen
la denominada mezcla B. La presencia de cualquiera de
estos virus en la muestra permite la formacién de un hi-
brido ADN viral (muestra)- ARN sonda que es reconocido
por un anticuerpo monoclonal especifico conjugado con
fosfatasa alcalina. El revelado de los hibridos se realiza
por la accién de un sustrato quimioluminiscente, necesi-
tandose un aparato especial (luminémetro) para realizar
la medicién de la luz emitida. Esta lectura final, ademas
de determinar si la muestra resulté o no positiva, permite
una semicuantificacion. La prueba no identifica tipos vira-
les individuales; detecta la presencia de uno o mas tipos
de VPH-AR, sin genotipificar. Fue aprobada por la FDA
(EE.UU.) en 2003 para: 1) esclarecimiento de citologias
ambiguas con presencia de células escamosas atipicas
de significado indeterminado (ASCUS), y 2) tamizaje,
junto con la citologia en mujeres a partir de los 30 afios.
HC2 ha sido evaluado en numerosos estudios de cohorte,
aleatorios y controlados, que incluyeron a cientos de miles
de mujeres en todo el mundo, los cuales han demostrado
su valor clinico?. 28.34.38.37.39.45.46_Por |o tanto, las nuevas
pruebas de VPH no necesitan ser evaluadas en ensayos
clinicos especificos, sino que deben mostrar que poseen
caracteristicas clinicas equivalentes (no inferiores) al
HC2, antes de ser usadas en tamizaje?®. Esta prueba
también tiene aplicacién en el control post-tratamiento
de lesiones CIN2 o0 mas graves®. '

Los siguientes ensayos comerciales han sido validados
clinicamente, pero no estan actualmente disponibles en
la Argentina:
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The Cervistd® HPV HR Test (Cervista) (Hologic, Ma-
dison, WI, EE.UU.): fue la segunda prueba para VPH
licenciada en EE.UU. Se basa en lo que se conoce como
“quimica invasora” como método de amplificacién de la se-
fal para la deteccion de secuencias especificas de acidos
nucleicos virales. Este método usa dos tipos de reacciones
isotérmicas: una que se produce en la secuencia de ADN
blanco y la otra que genera la sefial fluorescente. Detecta
cualquiera de los 12 tipos de VPH-AR mas el HPV 68. En
2009, la FDA la aprob6 para las siguientes aplicaciones
clinicas: 1) triaje de pacientes con citologia ASCUS, y 2)
tamizaje en mujeres a partir de los 30 afios. Los dos ensa-
yos clinicos mas importantes que avalan estas aplicaciones
son: un estudio prospectivo, multicéntrico que enrolé a 1347
mujeres con ASCUS en EE.UU.* y un estudio en base
poblacional, transversal, conducido en China sobre 8556
mujeres entre 25 y 59 afios*®. En 2011, la FDA aprobd la
versién automatizada (Cervista HTA system).

CareHPVTM Test (QIAGEN Inc., Gaithersburg, MD;
EE.UU.): es un ensayo relativamente répido, sencillo y
accesible, basado en una version simplificada de la tec-
nologia de HC2. Puede ser usado en lugares con muy
limitada infraestructura y el paciente puede contar con los
resultados durante la misma visita. El principal estudio
clinico que avala su aplicacion para el tamizaje primario
es el realizado en zonas rurales de China®.

EIA kit HPV GP HR (Diassay, Rijswijk, Holanda): per-
mite detectar cualquiera de los tipos de VPH-AR. Emplea
una PCR usando los cebadores genéricos GP5+/6+ y
revelado por lectura de densidad optica?® 5, Es el segun-
do método més evaluado en ensayos clinicos, luego de
HC2. Su espectro de uso seria: 1) tamizaje primario, 2)
control de mujeres con citologia de ASCUS; 3) control pos-
tratamiento en muijeres tratadas por CIN de alto grado.

Ensayos para detectar ADN de VPH-AR con la
concomitante genotipificacion parcial de los principales
tipos de alto riesgo

Estas técnicas constituyen un grupo de ensayos mas
reciente, en los que la deteccién de 13 o 14 tipos de VPH-
AR esta combinada con la concomitante identificacién
individual de los VPH tipos 168 y 18 u otros tipos relevantes.
Su disefio se baso en los resultados de estudios clinicos
que demostraron un potencial oncogénico notablemente
superior de los tipes de VPH 16 y VPH 18 comparado
con otros tipos de VPH-AR; asimismo, se evidencié que
las pruebas capaces de distinguir estos dos tipos virales
permiten identificar mujeres con riesgo aumentado de
desarrollar CIN3, haciendo posible un control mayor e
intensivo en relacion a las pacientes infectadas con otros
tipos de VPH-AR®'. Entre ellos cabe mencionar:

-~ Cobas® 4800 HPV Test (Roche Molecular Systems
Inc., Alameda, CA, EE.UU.): actualmente es la tnica
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prueba de este grupo que esta licenciada en EE.UU.
para uso clinico disponible en la Argentina. Presenta un
formato automatizado, compuesto por el equipo cobas X
para la preparacion de la muestra y el cobas Z (software
incluido) para la realizacién de una PCR en tiempo real
que amplifica un fragmento de gen viral L1. Esta reaccién
es una variante mejorada de la PCR convencional que
permite un proceso de amplificacion génica y deteccidn
simultanea del ADN amplificado en “tiempo real”; el
monitoreo simultdneo del progreso de la amplificacién
del ADN blanco se logra mediante una reaccién quimica
que usa compuestos fluorescentes que proporcionan una
deteccién especifica, empleando instrumentacion espe-
cialmente disefiada para la lectura (Fig. 4B). Este ensayo
esta dirigido a la deteccién de cualquiera de los 12 tipos
de VPH-AR (IARC-2009), méas los VPH 66 y 68; ademas
permite identificar en forma individual, en la misma tanda
alos VPH 16y 18. Los resultados aparecen en pantalla
diferenciados en cuatro canales: genotipo 16, genotipo
18, otros VPH-AR y beta-globina, que se usa como control
interno en cada muestra. Fue aprobado por la FDA en
2011 para las siguientes indicaciones: 1) triaje de mujeres
a partirde los 21 afios con ASCUS para determinar la ne-
cesidad de derivacién a colposcopia; 2) pacientes a partir
de los 21 afios con ASCUS para evaluar la presencia o
ausencia de los HPV 16 y 18; 3) mujeres a partir de los 30
afos para ser usado en forma conjunta con la citologia,
a fin de evaluar la presencia o ausencia de los tipos de
VPH-AR; 4) mujeres a partir de los 30 afios para evaluar
la presencia o ausencia de los HPV 16 y 18. El principal
estudio clinico que apoyd las indicaciones aprobadas se
realizé en EE.UU., es prospectivo y multicéntrico (estudio
ATHENA), e incluy6 47 208 mujeres de 21 o mas afios,
enroladas para el tamizaje de rutina’®%. Esta prueba
tambien fue validada clinicamente de acuerdo a los pa-
rametros establecidos por las guias internacionales para
su uso en el tamizaje primario para cancer cervical en
mujeres a partir de los 30 afios?: % 45 50,5455

- Cervista HPV 16/18 Test (Hologic, Madison, WI,
EE.UU.): aprobada por la FDA en 2009, puede aplicarse
como complemento de la técnica de Cervista HPV HR
para mujeres que resultaron positivas. E! principal ensayo
clinico en el cual se basé la aprobacion para su aplica-
cion en el triaje de mujeres con citologia de ASCUS fue
un estudio multicéntrico prospectivo de 1347 mujeres®,
Esta metodologia no esta por el momento disponible en
la Argentina.”

- Abbott RealTime High Risk HPV test (Abbott Mo-
lecular, Des Plaines, IL, EE.UU.): este ensayo se basa
en una reaccién de PCR en tiempo real que permite: a)
la deteccién conjunta de 14 tipos de VPH-AR (los 12
descriptos por la IARC-2009, mas los VPH 66 y 68), y b)
la genotipificacion individual de VPH 16 y 18, de manera
simultdnea. Entre los principales ensayos clinicos que
avalan esta prueba cabe mencionar los desarrollados en
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el Reino Unido y Canada que demostraron su utilidad en
el esclarecimiento de ASCUSS"-%. La prueba ha cumplido
las normas de validacién clinica establecidas por las guias
internacionales en cuanto a los requerimientos de los en-
sayos de ADN de VPH para tamizaje primario de cancer
de cérvix en mujeres a parir de los 30 afios, en estudios
prospectivos llevados a cabo en Eslovenia y retrospecti-
vos en ltalia, en 3129 y 998 mujeres, respectivamente®
8, Se encuentra en evaluacion para su aprobacién en la
FDA y hasta la fecha no esta disponible en la Argentina.

Ensayos que detectan ARNm de las oncoproteinas E6
y E7 de los VPH-AR

Existen diversas estrategias metodolégicas para la detec-
cién de los ARNm de los VPH-AR. La mayoria de ellas
tiene como blancos a los transcriptos correspondientes
a las oncoproteinas virales E6 y E7 dada su relevancia
patogénica. A diferencia de las pruebas de ADN que solo
brindan informacion acerca de la presencia de la infeccién
y eventualmente del tipo viral, la deteccién de los ARNm
de E6 y E7 permite identificar los genotipos de VPH mas
frecuentes en el cancer de cérvix y ademas es indicativa
de la expresién de dichas proteinas virales, las cuales
han sido directamente asociadas a la transformacién
maligna (Fig. 4C). Esto brinda al ensayo un mayor valor
predictivo positivo que las pruebas de ADN en cuanto a
la actividad carcinogénica viral. Varios estudios recientes
han mostrado que estas pruebas pueden ser de utilidad
clinica por su mayor especificidad para la deteccion de
enfermedad cervical®' 2. En este grupo cabe mencionar
las siguientes técnicas:

- APTIMA® HPV Assay (Gen-Probe Inc., San Diego,
CA, EE.UU.): es el Unico ensayo aprobado por la FDA
hasta el presente, aunque aun no esta disponible en la
Argentina. Permite la deteccion de ARNm de los 12 tipos
de VPH-AR segtn IARC-2009, mas VPH 66 y 68, pero
no discrimina ninguno entre ellos. La técnica involucra
tres pasos principales que tienen lugar en un Unico tubo:
captura de las secuencias blanco, amplificacién génica
mediada por trascripcion (TMA) y la deteccion de los
productos amplificados a través de una hibridacion,
cuyos productos son revelados por guimioluminiscencia
con emision de luz. Datos recientes indican que esta
prueba no solo detecta ARNm sino también ADN; sin
embargo, la sensibilidad para el primero es marcada-
mente superior®® 8, Fue aprobada por la FDA en 2011
para el tamizaje en mujeres a partir de los 30 afios, en
combinacién con la citologia. Los principales ensayos
clinicos en los que se basé esta indicacion fueron el
estudio CLEAR, el cual involucré a 11 000 mujeres que
llevaban a cabo su citologia de rutina en EE.UU. y el
estudio FASE desarrollado en un grupo de 5000 mujeres
francesas® 5. Un reciente metaanalisis mostré que en el
escenario de triaje, la prueba es igual de sensible, pero
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maés especifica que HC2 para la deteccién de lesiones
precancerosas cervicales®,

- PreTect HPV-Proofer (NorChip, Klokkarstua, No-
ruega) y NucliSens EasyQ® HPV V1 test (Biomérieux,
Marcy I'Etoile, Francia): son dos variantes comerciales
del mismo ensayo basado en la tecnologia NASBA, que
involucra una reaccion de PCR en tiempo real isotérmica.
La prueba permite la deteccidn de los transcriptos ARNm
correspondientes a las oncoproteinas virales E6/E7 de los
5 tipos de VPH-AR mas frecuentes en céncer cervical a
nivel mundial: VPH 16, 18, 31, 33 y 45. La version fran-
cesa esta disponible enla Argentina. De manera similar a
lo informado para APTIMA, se demostrd que esta prueba
detecta también ADN, aunque en una proporcién sustan-
cialmente menor®2. Varios trabajos han indicado que estos
sistemas presentan menor sensibilidad clinica que las
pruebas basadas en ADN para la deteccién de lesiones
de grado CIN2 o mayor, pero tienen una especificidad
clinica significativamente mayors2 7.8, Se ha sugerido que
la menor sensibilidad podria deberse, al menos en parte,
a que detecta solo 5 tipos de VPH-AR®-7, Los principales
protocolos clinicos que apoyan su aplicacion en el triaje
de ASCUS son: estudio canadiense (1550 mujeres)®,
estudio PREDICTORS-1 (953 mujeres del Reino Unido)™,
estudio en Italia (700 mujeres)”'y el estudio noruego (358
casos de ASCUS y 522 de LSIL)" 7, De acuerdo a estos
datos, se considera una metodologia de utilidad en la
evaluacion de pacientes con citologias anémalas por su
elevada especificidad clinica.

Control de calidad de las pruebas de VPH

Un aspecto de suma importancia es el control de calidad
de estas técnicas’™. El Manual de Laboratorio publicado
por la Red Global de Laboratorios de VPH de la OMS
(WHO HPV LabNet)™ provee especificaciones sobre las
mejores préacticas y procedimientos de control de calidad
para los laboratorios que realizan ensayos de VPH™77,
Para asegurar la calidad de los resultados, estas pruebas
deben hacerse solo en laboratorios calificados, que estén
acreditados y cumplan con las condiciones en cuanto a
personal capacitado, espacio fisico adecuado, aptitud y
adecuado almacenamiento de los insumos, mantenimien-
to de equipos, manejo de datos, etc. Cabe destacar que
una vez que un laboratorio ha incorporado un determinado
ensayo, debe respetar estrictamente las instrucciones
del fabricante y cualquier cambio introducido requerira
una nueva validacién antes de su implementacién?:76.77,

En conclusién, dado que la infeccion persistente por
los VPH-AR ha sido firmemente establecida como cau-
sa necesaria para el desarrollo del CCU, la deteccién
de estos virus ha adquirido gran importancia, pudiendo
aportar grandes beneficios a las estrategias aplicadas al
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tamizaje, triaje, discernimiento de ASCUS y seguimiento
post-tratamiento.

La cantidad y variedad de técnicas para la deteccién de
VPH en la practica clinica ha crecido de manera notable;
sin embargo, solo una minoria de ellas tiene documentada
la validacion clinica correspondiente, que acredite su uso
segun las indicaciones especificas. En nuestro pais, hasta
la fecha solo estan disponibles dos técnicas validadas
para uso clinico: la captura de hibridos y el sistema Cobas.

El desarrollo de nuevos marcadores bioldgicos asocia-
dos a la progresién neopldsica (basados o no en VPH),
continda siendo un campo de gran interés, ya que podrian
identificar nuevos blancos para uso clinico.

En resumen, un amplio espectro de pruebas comercia-
les de VPH esté disponible, con diferentes caracteristicas
técnicas y propiedades analiticas y de utilidad clinica. Se
espera que estas pruebas sean utilizadas en tamizaje
primario, triaje para seleccion de tratamiento y segui-
miento de mujeres tratadas. Esto brinda un escenario
sumamente promisorio en cuanto a las posibilidades de
mejorar el manejo clinico de las pacientes con patologia
cervical y la prevencién del CCU. Sin embargo, los pro-
fesionales médicos y las autoridades sanitarias deben
tener muy en cuenta la eleccién del ensayo, no solo los
aspectos economicos y practicos, sino fundamentalmente
si la prueba esta validada clinicamente para el propdsito
de uso. Asimismo, deben también informarse sobre las
pautas de control de calidad seguidas en los laboratorios
que llevan a cabo las técnicas.

Las nuevas tecnologias imponen desafios renovados.
Se requiere de un esfuerzo en la formacién de los profesio-
nales de la salud en el uso e interpretacion de los resulta-
dos de las pruebas de VPH, para que su implementacion
de acuerdo a las indicaciones establecidas en base a la
evidencia cientifica brinde el maximo beneficio y evite los
efectos adversos de una aplicacion clinica inadecuada.
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