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RESUMEN

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es un patdgeno transmitido sexualmente y es el
principal agente causal del cancer de cuello uterino (CCU), el cual, constituye un
importante problema de salud publica a nivel mundial. En Colombia el CCU es la
segunda causa de muerte por cancer en mujeres y el municipio de Pasto ostenta una
de las mas altas tasas de incidencia del pais (27,39 por 100.000 habitantes).
Actualmente, crece el interés a nivel nacional y mundial de tener un mejor
entendimiento de la historia natural de la infeccion por VPH, que permitan mejorar las
estrategias de control y diagnostico temprano de la infeccion viral y evitar su posterior
progresion a lesiones preneoplasicas y neoplasicas.

En el presente estudio, se realizd6 la deteccion y tipificacion del VPH, mediante
Reverse line blot - GP5+/GP6+, en muestras de cepillado cervical tomadas de 160
mujeres que acudieron a la toma de citologia en 7 IPS del municipio de Pasto. Los
resultados obtenidos se analizaron en conjunto con los resultados de la citologia y con
algunas variables poblacionales. EI DNA del VPH fue detectado en 6.4% de las
pacientes en estudio, los genotipos encontrados fueron: VPH 11, 45, 53, 54, 55, 56, 70
y 84, los tipos virales de alto riesgo representaron el 54.6% y los de bajo riesgo el
45.4%. De las mujeres positivas para VPH, el 90% de las pacientes presentaron
infecciones con un solo tipo viral y el 10% infeccién multiple. La edad, la infeccion por
otros microorganismos, el nimero de gestas, el uso de anticonceptivos y los cambios
celulares reactivos asociados a inflamacion no constituyeron factores determinantes
para adquirir o explicar la infeccién por el VPH en mujeres con citologia normal. La
infeccion viral fue mas frecuente en mujeres menores de 37 afios, con al menos una
gesta previa y con algun grado de inflamacion en el cérvix. Esta investigacion es el
primer acercamiento al estudio de la infeccidn por VPH en las mujeres del municipio
de Pasto.

Palabras claves: Virus del Papiloma Humano, Cancer de cuello uterino, Reverse line
blot - GP5+/GP6+, Pasto.



ABSTRACT

Human Papilloma Virus (HPV) is a sexually-transmitted pathogen well known for being
the main cause of cervical cancer, which constitutes a major problem of public health
worldwide. In Colombia, cervical cancer is the second cause of women mortality, and
Pasto city shows one of the highest incidence rates into the country (27.39 per 100,000
inhabitants). Currently, there is a growing national and global concern in order to get a
higher insight about the natural history of HPV infection, and enable improvement of
early-diagnosis and control strategies of the viral infection avoiding further progression
to pre-neoplasic and neoplastic lesions.

In the present study was performed the HPV-detection and typing by Reverse line blot -
GP5+/6+, in cervical cell samples taken from 160 women who attended the cytology’s
taking in 7 IPS (health provider institutions) of Pasto city (Colombia). Such results were
analyzed together with the cytologies and some population variables. The DNA of the
HPV was detected in 6.4 % of the patients studied; meanwhile, the genotypes found
were: HPV 11, 45, 53, 54, 55, 56, 70 and 84, the high-risk HPV types represented
54.6% and those of low-risk 45.4%. Into the women found positive for HPV, 90% had a
single HPV infection and 10% of patients had a multiple HPV infection. Age, infection
with other microorganisms, the number of pregnancies, the use of contraceptives and
reactive cellular changes associated with inflammation were found to be not decisive
factors for acquiring or explain HPV-infection into the group of women exhibiting normal
cytology. The viral infection was more often for women under 37 years having at least
one previous pregnancy together with some degree of cervix inflammation. This
research constitutes the first approach to the study of the HPV infection in women of
Pasto city.

Key words: Human Papilloma Virus, Cervical Cancer, Reverse line blot - GP5+/6+,
Pasto.
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GLOSARIO

ADENOCARCINOMA: Cancer que se inicia en las células que revisten ciertos 6érganos
internos y que tienen propiedades glandulares (secretorias).

AGENTE ETIOLOGICO: Agente causal de una enfermedad.

AGENTE CAUSAL: un agente es un factor que esta presente para la ocurrencia de
una enfermedad, por lo general un agente es considerado una causa necesaria pero
no suficiente para la produccion de la enfermedad.

ANOVULATORIO: Sustancia o medicamento que impide la ovulacion durante el ciclo
menstrual.

ATROFIA: Consiste en una disminucién importante del tamafio de la célulay del
organo del que forma parte, debido a la pérdida de masa celular. Las células atrdficas
muestran una disminucion de la funcion pero no estan muertas.

BIOPSIA: Extraccion de células o tejido para ser examinados por un Patélogo.
CANCER: El término «cancer» es genérico y designa un amplio grupo de
enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del cuerpo; también se habla de
«tumores malignos» o «neoplasias». Una caracteristica del cancer es la multiplicacion
rapida de células anormales que se extienden mas alla de los limites normales y
pueden invadir partes adyacentes del cuerpo y propagarse a otros drganos, proceso
conocido como metastasis. Las metastasis son la principal causa de muerte por
cancer.

CANCER IN SITU: Carcinoma que no invade la membrana basal del epitelio
(preinvasivo) y que no presenta la propagacion de células malignas desde el sitio de
origen hasta los tejidos vecinos.

CANCER INVASOR DE CUELLO UTERINO: Cancer que se ha diseminado desde la
superficie del cuello uterino hasta lo mas profundo de éste a otras partes del cuerpo.
CANCER CERVICAL: Cancer que se forma en los tejidos del cérvix o cuello del ttero
COILOCITO: Es la manifestaciéon clasica de la infeccion por VPH en la célula. Fue
descrito por primera vez por Koss y Durfee en 1956. El coilocito es una célula
epitelial escamosa, mas comunmente superficial e intermedia, aunque también puede
verse en células parabasales y metaplasicas. Esta célula presenta cambios tipicos
tanto en su ndcleo como en su citoplasma, pierde los bordes angulados usuales de la
célula escamosa superficial y su forma tiende a ser redondeada y ovoide.
COLPOSCOPIA: Técnica en la cual se examina la vagina y la superficie del cuello
uterino bajo un microscopio iluminado o colposcopio para ver indicios de células
precancerosas o0 cancer.

CRIBADO: Aplicacién de pruebas con el fin de detectar una neoplasia en una persona
sin manifestaciones clinicas.

CONDILOMA ACUMINADO: Papiloma acuminado, Crestas genitales. Es una
enfermedad de transmision sexual (ETS) causada por el VPH. Se caracteriza por el
crecimiento de verrugas blandas en forma de coliflor en los genitales o en
la region anal.

CUELLO UTERINO: El extremo cilindrico inferior del Utero que forma un canal angosto
gue conecta al Gtero con la vagina.

DIFERENCIACION CELULAR: grado de especializacion de las células neoplasicas.
Una célula neoplasica indiferenciada, es una célula mas primitiva que aquellas del
tejido del cual proviene.



DISPLASIA: El término displasia se refiere a los cambios degenerativos o patolégicos,
gue presentaran las células en su camino hacia células neoplasicas o tumorales.
EFECTO CITOPATICO: Se denomina efecto citopatico a los cambios bioquimicos y
moleculares, morfolégicos y de viabilidad celular, visibles a microscopia Optica,
causados durante el ciclo de replicacion viral.

ENDOCERVIX: es la porciéon del cuello uterino que se encuentra inmediatamente
después del orificio cervical externo. Esta constituido por un epitelio cilindrico secretor
de moco, formando una capa de células Unica.

ESTUDIO MULTICENTRICO: Estudios clinicos controlados que son planeados y
ejecutados por distintas instituciones cooperantes para estimar la magnitud de ciertas
variables y resultados en una poblacion de pacientes.

EVERSION O ECTROPION: Es una condicion en la cual el ectocervix es cubierto por
el epitelio columnar, hacia la unién escamocolumnar. Esta condicion esta presente
aproximadamente en el 25% en mujeres adultas jovenes.

EXOCERVIX O ECTOCERVIX: Es la parte que se ve mas faciimente del cuello uterino
a través de la vagina en una colposcopia. Esta rodeado por los fondos de saco
vaginales. Esta recubierto por un epitelio escamoso estratificado rosado, de mdltiples
capas celulares.

FACTOR DE RIESGO: Cualquier circunstancia que puede aumentar la posibilidad de
gue se presente una enfermedad. Algunos ejemplos de factores de riesgo como: los
biol6gicos, ambientales, de comportamiento, socio-culturales, econdmicos, pueden
sumarse unos a otros y aumentar el efecto aislado de cada uno de ellos produciendo
un fenémeno de interaccion.

FALSO NEGATIVO: Es un error por el cual al realizar una exploracion fisica o
una prueba complementaria su resultado es normal o no detecta la alteracion, cuando
en realidad hay una enfermedad en el paciente.

FALSO POSITIVO: es un error por el cual al realizar una prueba complementaria su
resultado indica una enfermedad, cuando en realidad no la hay.

HISTERECTOMIA: Operacién en la que se extrae el Gtero (matriz).

HOSPEDERO: es un persona o animal vivo, que en circunstancias naturales permite
la subsistencia o el alojamiento de un agente infeccioso

INCIDENCIA: Es la medida del nimero de casos nuevos, llamados casos incidentes,
de una enfermedad originados de una poblacion en riesgo de padecerla, durante un
periodo de tiempo determinado. La incidencia es un indicador de la velocidad de
ocurrencia de una enfermedad u otro evento de salud en la poblacion y, en
consecuencia, es un estimador del riesgo absoluto de padecerla.

INFECCION: es la entrada y desarrollo o multiplicacion de un agente infeccioso en el
organismo de una persona o animal

INFECCION SUBCLINICA O ASINTOMATICA: es la presencia de un agente
infeccioso en un hospedero sin que aparezcan signos o sintomas clinicos manifiestos.
Solo pueden identificarse por métodos de laboratorio o por la manifestacion de
reactividad positiva a pruebas cutaneas especificas.

INMUNIDAD: Es el estado de resistencia generalmente asociado con la presencia de
anticuerpos y citoquinas que poseen accion especifica sobre el microorganismo
responsable de una enfermedad infecciosa especifica o sobre sus toxinas.

LIEAG: Lesion intraepitelial escamosa de alto grado. Displasia moderada a grave,
diagnosticada mediante colposcopia y biopsia. Si se confirma con la colposcopia, tales
cambios celulares pueden evolucionar a cancer y deben eliminarse mediante un
tratamiento.



LIEBG: Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado. Células ligeramente anormales,
diagnosticadas con una colposcopia. En la mayoria de los casos, estos tipos de
células cervicales anormales desaparecen por si solas sin tratamiento.

METAPLASIA: Cambio o reemplazo de un tipo de epitelio por otro. Es decir, la
transformacién o reemplazo de un tejido adulto en otro de la misma clase.
MULTIPARIDAD: Mujer que ha dado a luz dos o mas hijos

NEOPLASIA: Multiplicacion progresiva de células en condiciones que no permitirian la
multiplicacién de las células normales. La neoplasia puede ser benigna o maligna.

NIC: Neoplasia intraepitelial cervical. Término utilizado por los patologos para clasificar
la severidad de la displasia.

NIC I: Un tercio del revestimiento epitelial contiene células anormales. Se considera de
grado bajo, también denominado displasia leve.

NIC II: Dos tercios del revestimiento epitelial contienen células anormales. Se
denomina displasia moderada.

NIC lll: Todo el espesor del epitelio contiene células anormales. Se considera de grado
alto, se denomina también displasia severa.

NULIPARA: Mujer que no ha dado luz a ningdn hijo

PRUEBA DE PAPANICOLAU: Procedimiento mediante el cual se raspan células del
cérvix para examinarlas al microscopio. Se usa para detectar cancer y cambios que
pueden resultar en cancer. Esta prueba puede mostrar también estados no
cancerosos, como infecciones o inflamacion.

PREVALENCIA: Es la medida del nimero total de casos existentes, llamados casos
prevalentes, de una enfermedad en un punto o periodo de tiempo y en una poblacién
determinados, sin distinguir si son 0 no casos nuevos. La prevalencia es un indicador
de la magnitud de la presencia de una enfermedad u otro evento de salud en la
poblacién.

TASA AJUSTADA POR EDAD (TAE): indica el nimero tedrico de enfermos que
tendria una poblacién predeterminada, si los riesgos que actdan en la poblacién real
para producir la enfermedad actuaran en la poblacion teorica de referencia,
habitualmente compuesta de 100.000 habitantes para cada género.



INTRODUCCION

El cancer de cuello uterino (CCU) es un problema de salud publica a nivel mundial, es
la segunda neoplasia maligna mas frecuente en mujeres y la quinta causa de muerte
por cancer (Garcia et al., 2010; Brebi et al., 2009). Estudios previos han reportado que
el 83% de todos los casos de céncer cervical registrados son observados en los
paises en via de desarrollo y han proyectado que este porcentaje probablemente se
incremente a 90% para el 2020 (Segovia y Mendoza 2009; Correnti et al., 2011). En
Colombia, la incidencia ajustada por edad de cancer cervicouterino es de 36.4 por
100.000 habitantes y la tasa de mortalidad ajustada por edad es de 18.2 por 100.000
habitantes (INC 2007). En el municipio de Pasto, la incidencia de neoplasia maligna
del Gtero fue de 27,39 por 100.000 habitantes y de neoplasia in situ de cuello del Gtero
fue de 30,30 por 100.000 habitantes segun el Registro Poblacional de Cancer de
Pasto durante el periodo 2003-2007.

El Virus del papiloma humano (VPH) es considerado como el principal agente causal
de las lesiones intraepiteliales y del cancer de cuello uterino (Mufioz et al., 2003). Se
han descrito mas de 100 tipos virales de VPH, de los cuales aproximadamente 40
infectan las superficies mucosas del epitelio ano-genital y son clasificados de acuerdo
a su potencial oncogénico en tipos de alto riesgo y bajo riesgo (Brebi et al., 2009;
Segovia y Mendoza 2009; Roa et al., 2009). Los tipos virales de AR se encuentran en
90%-100% de los carcinomas Yy lesiones preneoplasicas de alto grado y los tipos de
VPH de BR generalmente estan asociados con lesiones benignas o con muy bajo
potencial de malignidad (Melo et al., 2005; Arias et al., 2010; Chang et al., 2010; Del
Pino et al., 2011). En Colombia, se ha detectado infeccion con los tipos de alto riesgo
VPH 16 y 18, en mujeres con citologia normal, principalmente en edades de los 15-25
afios y mas recientemente se ha identificado a VPH 58 en més del 77% de los casos,
sin embargo, cabe resaltar que la prevalencia de los diferentes tipos virales puede
variar en las distintas regiones geograficas (Hoory et al., 2008).

En los tipos de cancer atribuibles a la infeccion por VPH, los tumores se desarrollan en
el epitelio, en general, varios afios después de la infeccidn inicial (Reigosa et al., 2004;
Garcia et al., 2010). El potencial oncogénico de los VPH, principalmente de los tipos
de alto riesgo, radica en la capacidad de integrar su ADN al genoma de la célula
hospedera y determinar la expresion continua de las oncoproteinas E6/E7; las cuales
son capaces de interferir con las funciones de las proteinas p53 y pRb a nivel del ciclo
celular favoreciendo la proliferacién neoplasica, de tal manera que la prolongada
expresion de los genes virales incluye la alteracion de genes celulares, dando lugar a
la regulacion negativa de los genes supresores de tumores y los genes pro-
apoptéticos (Hoory et al., 2008; Chang et al., 2010).

La presencia de tipos de VPH de alto riesgo es necesaria para inducir la progresion a
carcinogénesis cervical, pero no es una causa suficiente, deben existir otros factores
relacionados con las células hospederas, habitos del hospedero y su medio ambiente,
tales como: alteraciones genéticas, deterioro de la funcidon inmune, exposicion a
agentes carcindgenos como la luz ultravioleta (UV), co-infeccidn con enfermedades de
transmision sexual, uso prolongado de anticonceptivos orales, multiparidad elevada y
tabaquismo (Molano et al., 2002; Molijn et al., 2005; Sanchez et al., 2011). En muchos
casos, no es claro como estos factores contribuyen al desarrollo de los tumores
malignos, se considera que posiblemente pueden aumentar el riesgo para el
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establecimiento de infecciones genitales, influir en la disminucién de la inmunidad local
0 sistémica, estimular el crecimiento o inducir mutaciones en el tejido infectado con
VPH (Hoory et al., 2008).

La citologia cérvico-uterina es el método preventivo mas empleado en la deteccién de
alteraciones celulares causadas por la infeccion de VPH. Una evaluacion citologica
anual de manera éptima permitiria prevenir hasta un 70% de las neoplasias cervicales
(Castellanos, 2003; Ruiz et al. 2008). Sin embargo, a pesar de todas las ventajas de la
citologia, su evaluacion esta basada en parametros subjetivos y requiere una alta
experticia por el personal de salud encargado, lo que genera una proporcion
importante de falsos positivos y falsos negativos, atribuidos a lecturas incorrectas y a
errores en la toma de la muestra (Melo et al., 2005; Serrano et al., 2006). Ademas, una
de las limitaciones mas relevantes de este método, es que solo permite sugerir la
presencia de una infeccion por VPH, pero no es posible hacer la deteccion directa del
virus, establecer si hay infeccibn mixta viral y los genotipos correspondientes,
informacion que podria ser relevante en el manejo de las lesiones cervicales y cancer
de cuello uterino desde una perspectiva clinica practica (Ruiz et al., 2008; Segovia y
Mendoza 2009; Cafiadas et al., 2006). Es por esto que existe la necesidad de emplear
marcadores mas sensibles y especificos que mejoren los programas de tamizaje de
cancer cervical (Serrano et al., 2006; Consuegra et al., 2004).

El uso de las técnicas de biologia molecular disponibles actualmente, ha permitido la
deteccién, genotipaje y evaluacion de la carga viral de VPH a partir de muestras
clinicas, aun si la infeccion es asintomatica, favoreciendo la intervencion oportuna en
aquellas mujeres con alto riesgo de desarrollar cancer cervical (Gravitt et al., 2000;
Ruiz et al., 2008; Geraets et al., 2011). Los modelos mas recientes de carcinogénesis
sugieren que la deteccidn del ADN viral por la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), es uno de los métodos mas sensibles y especificos para la
deteccion del VPH, reduciendo de esta manera los falsos negativos obtenidos con las
técnicas convencionales (Reigosa et al., 2004; Melo et al., 2005; Cafadas et al.,
2006). Una de las técnicas basadas en la PCR més recientemente utilizadas para
genotipificar el VPH es el Reverse Line Blot (RLB). Esta técnica utiliza los iniciadores
denominados GP5+/GP6+, los cuales amplifican la region L1 de 37 tipos del VPH que
habitualmente infectan el tracto anogenital (Brebi et al., 2009; Garcia et al., 2010;
Medina et al., 2010).

En este contexto, en la presente investigacion se realizé un andlisis de asociacion
entre marcadores moleculares y poblacionales en la infeccion por VPH en mujeres del
Municipio de Pasto, con el fin de obtener informacién acerca de la prevalencia de la
infeccion viral, los genotipos circundantes y la influencia de otros factores
poblacionales que podrian permitir un mejor entendimiento de la dinamica viral en la
historia natural de la infeccion por VPH en la poblacion de estudio. Para ello se realizé
la deteccion vy tipificacion del VPH mediante la técnica Reverse line blot - GP5+/GP6+,
en conjunto con la citologia cervicouterina convencional y con la informacion
poblacional recolectada de las pacientes incluidas en el estudio.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

e Analizar la asociacion entre marcadores moleculares y poblacionales en la
infeccion por VPH, en mujeres sisbenizadas de los estratos 1, 2 y 3 del
Municipio de Pasto.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar vy tipificar VPH a partir de muestras de cepillado cervical mediante
Reverse line blot - GP5+/GP6+.

e Analizar los resultados de la deteccién molecular de VPH con los resultados de
la citologia cervicouterina.

e Determinar la asociacién entre la presencia de VPH con la edad y algunas
caracteristicas clinicas y ginecoobstétricas para explicar la infeccién por VPH.
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2. ESTADO DEL ARTE
2.1 CARACTERISTICAS DEL VIRUS PAPILOMA HUMANO (VPH)

El Género Papillomavirus, integrado en la Familia Papillomaviridae, es un grupo de
virus conocido desde la antigliedad y descrito por primera vez en los afios 30. Los
papilomavirus son virus pequefios y sin envoltura; las particulas virales tienen un
diametro de 52 a 55 nm y un coeficiente de sedimentacion de 300 S. La capside viral
es icosaédrica y esta organizada en 72 capsémeros. Cada uno de estos capsémeros
esta constituido por dos proteinas estructurales, ambas codificadas por el virus, que se
unen y estabilizan la capside mediante puentes disulfuro. La proteina mayor L1, que
tiene un peso molecular de 55 Kd, representa el 80% del total de la capside, cada
capsémero presenta 5 copias idénticas. La proteina menor L2, que esta en menor
proporcién que L1 tiene un peso molecular de aproximadamente de 75 Kd. Su genoma
esta formado por diez regiones codificadoras o de transcripcion (ORF), que se
designan tempranas E1-E8 y tardias L1-L2, y una no codificadora (NCR o URR), ver
figura 1 (Suéarez et al., 2006; Arteaga, 2007; Chang et al., 2010; Garcia J. et al., 2010).

Figura 1. Organizacién del genoma del VPH.
Fuente: Lépez y Lizano, 2006

Los genes de expresidn temprana son expresados en las células no diferenciadas de
la epidermis. A partir de un promotor temprano (PE) se generan las proteinas virales
tempranas: E1, E2, E4, E5, E6 y E7 que son proteinas no estructurales, relacionadas
con el control de la replicacion, la transcripcion y la expresion genética del virus. Su
expresion esta estrechamente regulada tanto por factores celulares especificos de
tejido, como por las propias proteinas virales. Los papilomavirus son muy especificos
de las especies que infectan y tienen un tropismo muy definido por las células del
tejido epitelial estratificado queratinizado. Las primeras capas proporcionan un
reservorio celular para las capas superiores pero también un perfecto espacio para la
propagacion viral (Montoya, 2001; Arteaga, 2007; Chuang et al., 2008).

El papel oncogénico del papilomavirus humano (VPH) fue sugerido por primera vez a
principios del afio 1976 y el primer VPH genital fue identificado en 1978. En el afio
1981, se detectd la presencia de ADN de VPH en neoplasias siendo descrita la
capacidad de las proteinas virales E6 y E7 de VPH 16, para inmortalizar y transformar
gueratinocitos humanos en el afio 1989. De esta manera, reconocer su importancia
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médica y la mejora de las herramientas para el andlisis de papilomavirus ayudaron a
gue resurgiera el interés por su estudio (Consuegra et al., 2004; Arteaga, 2007).

Estos virus son dificiles de cultivar rutinariamente en el laboratorio. Las pruebas
serolégicas experimentales no han demostrado ser lo suficientemente sensibles y
especificas como sistemas de deteccién para uso clinico. La mayoria de los estudios
basicos y clinicos han empleado una o mas de las tres pruebas basadas en la
homologia de los acidos nucleicos, permitiendo tanto la deteccion como el
establecimiento del genotipo particular de VPH. Estos tres andlisis son: hibridacion in
situ (HIS), reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y el sistema del hibrido de
captura (SHC) (Cavazza y Correti 2004).

2.2 TIPOS DE VIRUS PAPILOMA HUMANO

La infeccion por el virus papiloma humano (VPH) es el principal factor etiolégico de
lesiones intraepiteliales y cancer cervicouterino (CCU). Segun la frecuencia de su
asociacion con cancer y lesiones preneoplasicas, los distintos genotipos virales de
VPH son clasificados en bajo y alto riesgo (BR y AR) oncogénico. Los tipos virales de
AR se encuentran en 90% de los carcinomas y lesiones preneoplasicas de alto grado.
Los tipos de VPH de BR generalmente estan asociados con lesiones benignas o con
muy bajo potencial de malignidad (Mufioz et al., 2003; Brebi et al., 2009).

El grupo de los tipos de alto riesgo esta constituido por el VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 70, 73 ,82 y el de los de bajo riesgo el VPH 6, 11, 40, 42, 43,
44, 54, 61, 72, 81. Los tipos 26, 53 y 66 deben considerarse probables carcin6genos
(Marat, 2006; Suarez et al., 2006; Mufioz et al., 2003). Las infecciones por tipos de alto
riesgo siguen predominantemente un curso silente, tienden a establecer infecciones
persistentes y generan alteraciones citolégicas caracteristicas englobadas
mayoritariamente en el grupo de Neoplasia Cervical Grado 3 (NIC 2/3) o lesiones
escamosas intraepiteliales de alto grado (LIEAG) y cancer cervical. En una proporcion
menor, las infecciones por VPH de bajo riesgo pueden inducir lesiones escamosas
intraepiteliales de bajo grado (NIC 1, LIEAG) (Montoya, 2001; Melo et al., 2005;
Suérez et al., 2006; Medina et al., 2010).

Existe otra clasificacion de los VPH, desde el punto de vista filogenético, establecido
con base en las secuencias de nucledtidos del genoma. Esta Ultima, permite la
clasificacion de nuevos tipos de VPH, aun cuando no pueda establecerse con claridad
su clasificacion epidemiolégica, ya que estad siempre supeditada a estudios clinicos
con un elevado nimero de muestras (ver tabla 1) (Mufioz et al., 2003; Melo et al.,
2005; Sanchez et al., 2011).

Tabla 1. Clasificacion de los tipos de VPH segun datos obtenidos mediante estudios
filogenéticos y epidemioldgicos.

Epidemioldgica
Alto riesgo Bajo riesgo
Alto 16, 18, 26, 31, 35, 39, 45, 51,

Filogenética riesgo 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 82 0
9 Bajo 73 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54,
riesgo 61, 72, 81, CP608

Fuente: Mufioz et al., 2003
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Teniendo en cuenta lo anterior el criterio de clasificaciéon de los VPH, se basa en la
secuencia nucleotidica del gen viral L1 que codifica para la proteina principal de la
capside y es una regién altamente conservada; asi, se establece un nuevo tipo viral
cuando éste difiere en mas de un 10% con la L1 de los tipos conocidos; un subtipo si
esta divergencia oscila entre 2 y 10% y una variante intratipica cuando la divergencia
es menor al 2% (Picconi et al., 2000).

2.3 HISTORIA NATURAL DEL CANCER CERVICAL

El cancer cervicouterino (CCU) es la segunda neoplasia maligna mas frecuente en
mujeres en todo el mundo con un rango de incidencia de 2.6 a 67.2 por 100.000
mujeres. La incidencia y la tasa de mortalidad estimada en América Latina y la region
Caribe se encuentran entre las mas altas en el mundo, con un rango 29.2 casos por
100.000 mujeres (Roa et al., 2009; Correnti et al., 2011). En Colombia la incidencia
ajustada por edad de cancer cervicouterino es de 36.4 por 100.000 habitantes y la tasa
de mortalidad ajustada por edad es de 18.2 por 100.000 habitantes (INC 2007). En el
Departamento de Narifio, de acuerdo con el Instituto Nacional de Cancerologia para el
periodo 2002 — 2006, la incidencia estimada es de 26.4 por 100.000 habitantes y la
tasa de mortalidad de 10.9 por 100.000 habitantes. En el municipio de Pasto, segun el
Registro Poblacional de Cancer (RPC), la incidencia de cancer de cuello uterino es de
27,39 por 100.000 habitantes y de neoplasia in situ es de 30,30 por 100.000
habitantes.

El CCU, al igual que muchos otros canceres, se desarrolla como resultado de multiples
alteraciones genéticas, epigenéticas e inmunolégicas. Este se desarrolla
principalmente en la zona de transformacion del cuello uterino, que corresponde a la
union entre el epitelio columnar del endocervix y el epitelio escamoso del ectocervix,
constituyendo un sitio de continuos cambios metaplasicos, los cuales son mas activos
en la pubertad y durante el primer embarazo y declinan después de la menopausia. El
CCU puede clasificarse en dos tipos dependiendo del epitelio cervical afectado: el tipo
escamoso o epidermoide que es el mas frecuente y se encuentra en 90% de los casos
y el adenocarcinoma (ACC), que afecta al epitelio glandular del cérvix y corresponde
aproximadamente a 10% de los CCU (Brebi et al., 2009).

Figura 2. Representacion de las lesiones intraepiteliales
Fuente: Alonso et al., 2005
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Previo al desarrollo del cancer cervical pueden presentarse lesiones intraepiteliales
escamosas de bajo y alto grado. Las lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado
(LIEBG), también conocidas como neoplasias intraepiteliales cervicales grado 1 (NIC
1), corresponden a anormalidades menores en las células, caracterizadas por
presentar mayor actividad mitética y contenido de células inmaduras en el tercio
inferior del epitelio. Las lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (LIEAG), se
conocen como NIC Il, cuando la displasia implica los dos tercios del epitelio inferior o
NIC 3 si las anomalias nucleares afectan a mas de dos tercios de todo el espesor del
epitelio, ver figuras 2 y 3 (Reigosa et al., 2004; Lépez y Lizano 2006; Sarduy, 2008;
Sideri et al., 2011).

A. B. C.

Figura 3. A. Lesion de bajo grado, displasia leve. Células con nucleos grandes e irregulares y
citoplasma abundante. B. Lesion de alto grado: células dispuestas en grupos sincitiales, con
nucleos irregulares e hipercromaticos, en un fondo sin diatesis tumoral. C. Carcinoma in situ
distribuido en células aisladas: escaso citoplasma, anormalidades nucleares y presencia de
mitosis atipicas (flechas). Fuente: Alonso et al., 2005

De acuerdo con la historia natural de la oncogénesis de cuello uterino, el VPH es el
principal factor etiol6gico de este tipo de cancer y sus lesiones precursoras. Muchos
principios moleculares de la transformacién por VPH han sido bien estudiados,
principalmente las miltiples funciones de las oncoproteinas E6 y E7, las cuales
incluyen la inhibicion de las funciones normales de los genes supresores de tumores
p53 and pRB. Sin embargo los mecanismos que determinan si la infeccion por VPH
permanece latente o progresa a lesiones escamosas intraepiteliales o carcinoma de
cérvix, aln no estan totalmente claros (Arias et al., 2010; Garcia et al., 2011). En el
proceso de la oncogénesis viral se cree que el paso fundamental es la integracion del
genoma del VPH al genoma del hospedero, debido a que con esta integracién se
interrumpe el ciclo de vida del virus y se rompe la continuidad del gen E2, seguida por
la sobreexpresion de las oncoproteinas E6 y E7. Incapaces de producir mas virus, los
genes de VPH llevan a la célula a un estado proliferativo descontrolado, permanente y
progresivo en ausencia de p53, lo que en conjunto puede producir y mantener
alteraciones en genes celulares que desembocan en la formacion de un tumor. De
esta forma, el establecimiento del cancer cervical es el resultado de varios eventos
secuenciales, no necesariamente forzosos, que inician con la infeccion por VPH vy
prevalecen con la expresion constitutiva de E6 y E7. Es posible que la inhibicién de la
expresion de E6 y E7 o la supresion de sus interacciones fisicas con proteinas
celulares podria bloquear su potencial transformante convirtiéndose asi en blancos
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potenciales para el desarrollo de terapias contra cancer cervical (Marat, 2006; Turan et
al., 2007).

Los tipos de VPH 16 y 18 son los mas comunmente asociados con el cancer cervical y
causan el 70% de todos los canceres de cuello uterino invasivo (CCI), los tipos VPH
52, 31, 33 y 45 representan el 30% de los casos de cancer de cuello de utero. VPH 45
es el tercer tipo mas frecuente después de VPH 16 y 18 y se asocia generalmente con
adenocarcinoma (ADC) (Chang et al., 2010; Correnti et al.,, 2011; Sanchez et al.,
2011).

Ademas de la infeccion por VPH, numerosos mecanismos han sido sugeridos para
explicar la relacion entre el riesgo de desarrollar cancer cervical y los diversos
elementos asociados con las relaciones sexuales, entre ellos la edad del comienzo de
las relaciones sexuales y la transmisidon de agentes infecciosos (Trichomonas,
Gardnerella Herpes y Virus tipo Il (HSV-2). De igual manera, las alteraciones
genéticas, las hormonas endoégenas femeninas, el estado inmunolégico y factores
ambientales pueden suméandose unos a otros, aumentar el efecto aislado de cada uno,
incrementando la probabilidad de desarrollar la enfermedad (Molano et al., 2002; Cruz
y Bosques 2005).

No obstante el CCU, se trata de una patologia altamente curable si se detecta a
tiempo. Las lesiones preneoplasicas, son detectables mediante métodos de tamizaje,
como la citologia cervicouterina o por medio de la deteccion de agentes asociados al
desarrollo de estas lesiones precancerosas como el Virus del Papiloma Humano
(VPH) (Garcia et al., 2010).

Con respecto a las estrategias de prevencion actualmente se estan empleando en el
ambito mundial dos herramientas que podrian mejorar la capacidad de predecir y
prevenir la aparicion de lesiones malignas. En primera instancia, la implementacion de
técnicas moleculares para la deteccién de la infeccién por VPH y el desarrollo de
vacunas recombinantes contra el virus. Se quiere entonces que el conocimiento previo
del tipo de virus permita en conjunto con las demas pruebas (colposcopia y
Papanicolaou) por un lado, prevenir el desarrollo de un futuro cancer in situ o invasor y
gue el conocimiento de los factores coadyuvantes nos indique hacia donde apuntar en
materia educacional. Por otro lado, determinar las caracteristicas epidemioldgicas que
ayuden a identificar los principales tipos de VPH que se encuentren en nuestra
poblacién, para de esta manera, trabajar en la blUsqueda de vacunas que permitan
prevenir la aparicion o la colonizacion de tipos de virus de alto riesgo que
eventualmente puedan ocasionar cancer de cérvix (Consuegra et al., 2004).

2.4 HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION POR VPH

La historia natural de la infeccién por VPH esta relacionada tanto con la expresion
viral, como con otros factores del hospedero que favorecen el establecimiento del virus
y su prevalencia. En cuanto a la poblacién afectada, se ha identificado que los grupos
sociales con mayor prevalencia de infeccion por VPH corresponden a personas que
practican la prostitucion, reclusos asociados al consumo de drogas e individuos
infectados por el VIH. Igualmente se ha identificado que la prevalencia de VPH esta
asociada a la edad, tipicamente es mas alta en las edades inmediatas al inicio de las
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relaciones sexuales y responden al patron de comportamiento sexual de la comunidad
(Gillison y Shah 2003; Turan et al., 2007; Hoory et al., 2008).

Por otra parte, las caracteristicas de la infeccion por VPH estan también relacionadas
con el tipo viral. El grupo de VPH asociados a alto riego neoplasico tienden a
establecer infecciones persistentes y a progresar con mayor frecuencia que los tipos
de riesgo bajo (Arteaga, 2007).

Se cree que el virus entra al organismo a través de pequefios cortes o abrasiones de
la piel o las mucosas. El virus debe llegar a la capa basal del epitelio o a células de
metaplasia escamosa inmadura. Dependiendo de una variedad de factores, que adn
no son muy claros, la infeccion puede permanecer latente o volverse productiva
(Herrera y Restrepo 2003; Martel y Franceschi 2009).

De acuerdo al tiempo en que los genes virales se expresan, son designados como
tempranos o tardios. Los genes tempranos (E1, E2, E4, E5, E6, E7) son regulatorios
no estructurales y estan relacionados con el control de la replicacion del ADN viral y la
expresion genética del virus. Los genes tardios (L1 y L2) se expresan en las fases
finales de la infecciébn y codifican proteinas estructurales relacionadas con el
ensamblaje de las particulas virales (proteinas de la capside). La transcripcion de
estos genes parece estar mediada por reguladores celulares de la transcripcion,
producidos sélo cuando la célula escamosa se diferencia (célula intermedia y
superficial), lo que explica su baja concentracién en lesiones intraepiteliales de alto
grado o en carcinomas invasivos (Doorbar, 2005; Alvarez, 2006; Lopez y Aristizabal
2006; Thierry, 2009).

Los mecanismos de transformacion son complejos y al parecer varian de un virus a
otro. El principio general consiste en que dos o mas proteinas tempranas cooperan
para dar un fenotipo transformado. En la mayoria de VPHs la proteina E2 se une a la
regiéon del promotor temprano y regula la expresién de E6/E7; la pérdida de E2 es por
lo tanto el primer paso en la transformacion y es lo que ocurre cuando sucede la
integracion viral, al romperse el punto de transcripcion de los genes E1 y/o E2, lo que
resulta en una sobreexpresion de los genes E6/E7 (Alvarez, 2006; Hoory et al., 2008).
Los genes E6 y E7 representan los principales genes transformadores del VPH, ver
figura 4. En algunas lesiones VPH-positivas la proteina E6 al perder su regulacion se
une al p53 formando un complejo trimérico junto con la proteina-asociada-E6 y lo
degrada por la via de la ubiquitina. Al reducir la efectividad de p53 como regulador del
ciclo celular, las células pueden pasar a la fase S del ciclo con dafios cromosomales
gue pueden ser reproducidos en esta fase. E7 se une al p107, a la ciclina A y al pRb,
gue regula la progresion del ciclo celular de la fase G1 a la fase S e inhabilita su
funcién normal, perdiendo asi un factor regulador importante en la proliferacién celular
y estimulando la produccién de la maquinaria replicativa de la célula en la ausencia de
una progresion normal de G1 a S. Este fenédmeno es diferente segun el tipo de virus
gue haya infectado la célula: en general los productos de E6/E7 de cepas de alto
riesgo se unen a estas proteinas celulares de manera mas eficiente que las de cepas
de bajo riesgo (Melo et al., 2005; Hoory et al., 2008; Martel y Franceschi 2009; Ding et
al., 2010).

Todo lo anterior va a influenciar finalmente la evolucion de la infeccién al inmortalizar
las células epiteliales llevandolas a una inestabilidad genética que les permite adquirir

29



una acumulacién gradual de cambios celulares especificos, requeridos para la
tumorigénesis y que van a reflejar el largo periodo de tiempo que se describe entre el
inicio de la infeccion y la aparicion de lesiones invasivas del cérvix (Alvarez, 2006;
Rivera et al., 2006; Hoory et al., 2008).

Figura 4. Diferentes formas de expresion de los genes del VPH en el epitelio escamosa
humano y su correlacion con la morfologia. VPH virus del papiloma humano, CE células
escamosas, CG, células glandulares, CNE células neuroendocrinas, SB Sistema Bethesda,
LIEBG lesién intraepitelial escamosa de bajo grado, LIEAG lesion intraepitelial escamosa de
alto grado, ASCUS células escamosa de significado indeterminado, EG6/E7 regiones
codificantes. Fuente: Alonso et al., 2005

2.5 LESIONES ASOCIADAS CON EL VPH Y DESARROLLO DE CANCER DE
CUELLO UTERINO

Las infecciones con cepas de VPH de alto y bajo riesgo ocurren principalmente en
mujeres jovenes (entre 15 y 25 afos) y aproximadamente el 80% de éstas son
transitorias, so6lo un porcentaje menor evoluciona hasta lesidn intraepitelial. La
progresion de la infeccion cervical esta influenciada por el tipo de VPH que la cause:
lesiones cervicales asociadas con VPH de bajo riesgo (6,11) siguen casi siempre un
curso benigno y generalmente producen una lesiéon plana y con menos frecuencia una
lesion exofitica (condiloma acuminado) con la morfologia tipica de la coilocitosis
(Rivera et al., 2006; Schelover et al., 2006; Castellsagué, 2008; Hoory et al., 2008).

Las cepas de alto riesgo (16 y 18) estan fuertemente relacionadas con lesiones de alto
grado; al parecer el tiempo durante el cual este tipo de infeccion se manifiesta como
una lesién de bajo grado es muy corto. Se ha encontrado que los pacientes en los que
las lesiones progresan a lesion intraepitelial de alto grado (>85%) contienen VPH tipo
16. Ademas, al encontrar VPH tipo 16 o 18 en epitelio escamoso citolégicamente
normal, le da a la paciente un riesgo variable pero muy alto, aproximadamente 100
veces mayor, de desarrollar lesiones intraepiteliales de alto grado. Se han visto
porcentajes de progresion de hasta 51% en lesiones intraepiteliales de bajo grado
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asociadas a VPH de alto riesgo (Herrera y Restrepo 2003; Roberts et al., 2006; Turan
et al., 2007; Hausen, 2009).

En general, el tiempo de evolucion desde la aparicion de una lesion detectable hasta
un carcinoma invasivo preclinico es de 12-13 afios en promedio, por lo tanto la
progresion de la lesién intraepitelial al cancer es lenta; pero, en algunos casos se
desarrolla una lesién invasiva sin evidencia de una lesidén precursora (Hoory et al.,
2008).

Sin embargo, no todas las pacientes con infeccion por cepas de alto riesgo y lesiones
intraepiteliales de alto grado desarrollan cancer. Se han encontrado porcentajes de
regresion de 33- 43% en estas pacientes y en las mujeres que presentan infeccidén con
cepas de bajo riesgo se encontraron porcentajes de regresion entre 25 y 65%. Asi, las
lesiones asociadas con tipos de VPH de bajo riesgo pueden persistir pero muy rara
Vez progresaran a carcinoma invasivo, mientras que una mayor proporcién de lesiones
asociadas a cepas de alto riesgo persistiran 0 progresaran a cancer, aunque esto no
s6lo depende de la accién viral sino de la edad y el estado inmune de la paciente, de
otros factores desconocidos y de eventos genéticos adicionales cuyo riesgo de
ocurrencia incrementa en funcién del grado de la lesion (Herrera y Restrepo 2003;
Hoory et al., 2008).

2.6 FACTORES DE RIESGO IMPLICADOS EN LA PROGRESION A CANCER

Es evidente que aunque la infeccion por VPH con los tipos de alto riesgo es necesaria
para la carcinogénesis cervical, no es suficiente, pues existen otros factores que
conllevan a la progresion de cancer de cuello de Utero, relacionados con el hospedero
y el medio ambiente en el que este se desarrolla. Se ha encontrado que factores tales
como el embarazo, la paridad elevada, edad de inicio de relaciones sexuales,
comportamiento sexual, infecciébn bacteriana, infecciones Vviricas, estimulos
hormonales, predisposicion individual, estado inmunolégico, higiene, alteracion del pH
local, uso prolongado de anticonceptivos orales, el tabaquismo y mala nutricién
pueden estar asociados de forma independiente con un aumento en el riesgo de
padecer cancer de cuello uterino. Aun no es claro, como algunos de estos factores
inciden en el desarrollo de tumores malignos, se considera que posiblemente,
incrementan el riesgo de establecimiento de la infeccion genital, disminuyen la
inmunidad local o sistémica, estimulan el crecimiento de tejido infectado con el VPH o
inducen mutaciones en el tejido infectado (Castellsagué y Mufioz, 2003; Cruz y
Bosques 2005; Lopez y Aristizdbal 2006; Segovia y Mendoza 2009).

En el embarazo, se han reportado recurrencias frecuentes de condilomas, con
incremento en su tamafo, multifocalidad y regresion espontédnea luego del parto. En
estos casos existe un gran riesgo de transmision vertical al recién nacido y desarrollo
de papilomatosis laringea. En algunos estudios comparativos entre fumadores y no
fumadores, se encontré que en el cuello uterino de las primeras presentaban niveles
més altos de una sustancia cancerigena que en los no fumadores. Algunos estudios
también revelan la predisposicién genética en el riesgo de cancer de cuello uterino, y
aunque no en todos los estudios se ha encontrado resultados positivos, parece que
alelos especificos de ciertos genes de respuesta inmune estdn asociados con la
proteccion de la susceptibilidad a la infeccidon con el VPH. De esta manera el estado
inmune tiene un impacto significativo sobre la capacidad de detectar la infeccion o
sobre la progresion de la infeccién por el VPH, encontrandose una incidencia 17 veces
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mayor de infeccidn genital por el virus en pacientes inmunosuprimidos. En el caso de
mujeres VIH-positivas, varios estudios han encontrado una prevalencia mayor de
infecciones por VPH en estas pacientes comparadas con mujeres seronegativas, con
cifras que oscilan entre 57 y 73% contra 13-43% respectivamente. El factor de riesgo
relacionado con el nimero de compafieros sexuales, ha disminuido su incidencia,
teniendo en cuenta que el uso del condén ha contribuido como una medida preventiva
para infecciones de transmisién sexual (Carrero et al., 2008; Hoory et al., 2008;
Sarduy, 2008; Martel y Franceschi 2009; Sarid et al., 2011).

2.7 TECNICAS DE DETECCION DE LESIONES PRECANCEROSAS Y CANCER
CERVICOUTERINO CONVENCIONALES Y DE BIOLOGIA MOLECULAR

En la actualidad se dispone de tecnologias de tamizaje, que pueden clasificarse de
acuerdo con el enfoque morfolégico o molecular, cuyo propdsito es reconocer las
anormalidades citoldgicas o tisulares y marcadores moleculares, consistentes con un
NIC o céancer cervicouterino. Entre las tecnologias mas relevantes se encuentran: la
citologia de PAP, citologia de base liquida Thin-layer, citologia automatizada,
inspeccion visual con acido acético (IVA), prueba de VPH para el tamizaje, Captura de
hibridos y técnicas moleculares basadas en la hibridacion de sondas para la
tipificacion del VPH (Alonso et al., 2005)

En Colombia, la deteccion de signos morfoldgicos por infeccién de VPH y el tamizaje
de lesiones precancerosas y de céncer de cuello uterino, se realiza mediante la
citologia cérvicouterina, introducida hace mas de medio siglo por George Papanicolau.
A pesar de todas las ventajas de la citologia, su evaluacion estad basada en
parametros subjetivos, lo que genera una proporcidén importante de falsos positivos y
falsos negativos en aproximadamente un 20-30% de los frotis examinados, atribuidos
a lecturas incorrectas y a errores en la toma de la muestra (Melo et al., 2005; Farfan,
2009)

Técnicas como la citologia en fase liquida, han mejorado los resultados del tamizaje,
pero la interpretacion de los cambios celulares y el diagndstico aln se basan en
criterios morfologicos clasicos y no existe hasta el momento un progreso significativo
en la identificacidn objetiva de células displasicas. Ademas, las lesiones intraepiteliales
de bajo grado (LEIBG) y las lesiones intraepiteliales de alto grado (LEIAG), en la
mayoria de los casos regresan espontaneamente y sélo en aproximadamente el 1%
de las LEIBG y un 10% de las LEIAG persisten y progresan a cancer. Por esta razon
existe la necesidad de encontrar marcadores mas sensibles y especificos que mejoren
los programas de tamizaje de cancer cervical (Serrano et al., 2006).

Dado que la citologia de cuello uterino no es diagnostica, se requiere de la evaluacion
histolégica para establecer un diagnostico definitivo de las lesiones preneoplasicas o
neoplasicas, los métodos empleados corresponden a la biopsia y la colposcopia. Para
determinar un diagnéstico definitivo y dirigir el tratamiento pertinente se debe tener en
cuenta una adecuada correlacion entre la citologia, las biopsias y la colposcopia
(Mogollén, 2004, Segovia y Mendoza 2009).

Las técnicas convencionales tienen la desventaja de que no permiten la deteccion y
tipificacion directa del VPH, considerado como el principal agente etiolégico del cancer
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de cuello uterino. Es por ello, que dada la importancia de la infeccién por VPH se ha
propuesto la deteccidn viral en los programas de cribado de cancer cervical en algunos
paises y es una técnica aprobada recientemente por la Organizacién Mundial de la
Salud - OMS para la tamizaciéon primaria de esta enfermedad (Melo et al., 2005;
Cafiadas et al., 2006). En este sentido, la citologia puede ser complementada con
métodos moleculares para detectar el VPH de alto riesgo, dichos métodos se han
constituido como una herramienta de clasificacion importante, mostrando una
sensibilidad y valor predictivo negativo de cerca del 100% para los grados de
neoplasia cervical intraepitelial vaginal 2-3 (NIC2 y NIC3) respectivamente,
permitiendo un mejor diagnéstico y seguimiento de los procesos malignos asociados a
este virus (Ruiz et al., 2008; Del Pino et al., 2011; Geraets et al., 2011).

Con el fin de detectar y tipificar el VPH se han desarrollado diferentes técnicas
moleculares altamente sensibles y especificas, sin embargo, hasta el momento no se
dispone de una técnica Gold estandar que permita obtener 6ptimos resultados para
todos los tipos de VPH existentes y por tanto son frecuentes ciertas variaciones entre
los reportes de las diferentes investigaciones (Molano et al., 2010).

Actualmente se han descrito muchos ensayos comerciales para la deteccion de VPH,
entre los cuales se destacan: Southern blot, hibridacion Dot Blot, secuenciacion y
enzimoinmunoensayo, captura de hibridos ((Hybrid capture 2 (Quiagen)), Reverse line
blot (RLB), enzimas de restricciéon (PCR-RLFP) y PCR en tiempo real (Brebi et al.,
2009). También estan disponibles una serie de pruebas clinicamente validadas como
PCR-EIA GP5+ /6, PapilloCheck (Greiner Bio-One) y no-clinicas validadas, tales como
la prueba de AMPLICOR VPH (Amplicor, Roche), la SPF10-DEIA (Labo Biomedical
Products), la prueba de VPH Cervista (Hologic) y una amplia gama de ensayos, como
INNO-LIPA HPV Genotyping (Innogenetics), SPF10 HPV LiPA (Labo Biomedical
Products) y Luminex® xMAP®, algunos de los cuales seran descritos brevemente mas
adelante (Geraets et al., 2011).

En ese sentido, se destaca la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
como el método mas sensible para la deteccion y tipificacion del VPH. Se han descrito
diferentes protocolos con iniciadores consenso dirigidos a los genes L1 y E6/E7, que
permiten tanto la deteccion de VPH, como la tipificacion de un gran numero de
genotipos virales prevalentes en el tracto anogenital (Coutlée et al., 1999; Melo et al.,
2005; Ruiz et al., 2008).

A continuacién se presentan algunas de las técnicas utilizadas en la deteccion y
tipificacion del VPH:

- Captura de hibridos: La prueba de Captura de hibridos 2 (HC2) (QIAGEN,
Gaithersburg, EE.UU.) es un método aprobado por la FDA y se encuentra disponible
en el mercado. HC2 utiliza la amplificacion de la sefial quimioluminiscente de la
hibridacion del ADN con un coctel de sondas, para la deteccién simultanea de 13
tipos de VPH de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68)
(Geraetsb et al., 2009; Farfan, 2009). Para la deteccion de displasia moderada o alta,
la sensibilidad es del 85% al 90% y una especificidad del 70% al 75%. Esta prueba
proporciona informacion acerca de la presencia de algun tipo de VPH de alto riesgo,
pero no especifica a qué tipo de VPH corresponde (Del Pino et al., 2011).
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- Cuantificacion de la expresion intracelular ARNm E6/E7: La deteccion intracelular de
ARNmM de los dominios E6/E7 del genoma del VPH es un nuevo método, en cuanto a
pruebas de deteccion VPH. La integracion de estos oncogenes en el ADN del
hospedero es un evento molecular significativo, previo al desarrollo de la displasia.
Por tanto, en comparacion con otros métodos, esta prueba muestra una mayor
especificidad para la deteccion de displasias en poblaciones normales (Reynolds,
2011).

- Inmunocitoquimica para p16/Ki67: La inmunocitoquimica de un panel combinado p16
(CINtec Laboratorios MTM, Heidelberg, Alemania), sirve como biomarcador sustituto
para la infectividad del VPH en la neoplasia cervical. La proteina P16, juega un
papel en el mecanismo de regulacion del ciclo celular. Esta se asocia con el
retinoblastoma mediando el control del ciclo celular y su aumento enlas células
infectadas por VPH de alto riesgo (Reynolds, 2011).

- Ensayos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Cobas 4800 es
un sistema de deteccion de VPH basado en una PCR (Roche Molecular Systems,
Pleasanton, CA), este sistema ha sido recientemente validado por Stoler y
colaboradores. Esta prueba utiliza la PCR para detectar un pool de 14 serotipos de
ADN de VPH de alto riesgo al tiempo, con sondas especificas para VPH 16 y 18
(Reynolds, 2011).

- Reverse Line Blot (RLB): Es una ensayo basado en hibridizacion reversa, que
permite la identificacion de 37 genotipos de VPH utilizando un sistema miniblotter y
una membrana de hibridizacién, previa amplificacion de las muestras por PCR
GP5+/GP6+. RLB es un ensayo no radioactivo y la membrana puede ser lavada y
reutilizada hasta 15 veces sin pérdida de sefial (Van de Brule et al., 2002). Ademas,
RLB es una técnica, eficiente, eficaz y econémica, mucho mas sensible y especifica
gue las técnicas realizadas mediante enzimas de restriccion y dot-blot y puede
emplearse en el campo investigativo, tanto en estudios de corte transversal como
estudios de cohorte (Brebi et al., 2009; Farfan, 2009).

- Genotipificacion mediante Luminex® xMAP®: Esta técnica descrita recientemente,
tiene un principio similar al RLB, con la diferencia que los iniciadores han sido
mejorados y se han incluido 8 iniciadores sentido adicionales y 2 antisentido,
denominados BSGP5+/BIO-BSGP6+, de igual manera, un juego de iniciadores para [3-
globina denominados MS3/MS10. Esto con el propésito de detectar 11 tipos virales
mas que RLB, 48 tipos virales en total. La deteccion mediante Luminex® XxXMAP®, es
una técnica basada en arreglos con perlas, altamente automatizada y sensible, que
permite evitar errores en la interpretacion de resultados (Garcia et al., 2010).

Recientemente han sido aprobadas por la FDA, pruebas como Cervista VPH HR, que

detecta 14 tipos de VPH de alto riego y Cervista HPV 16/18, que genotipifica VPH 16 y
18 (Reynolds, 2011).
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MATERIALES Y METODOS
3.1 DESCRIPCION DE LA POBLACION DE ESTUDIO Y MUESTRAS

Se incorporaron al estudio mujeres en edad reproductiva entre los 18 y 60 afios de
edad activas y no activas sexualmente, sisbenizadas y carnetizadas de los estratos 1,
2 y 3, a las cuales se les tom6 una muestra de cepillado cervical de acuerdo a la
norma técnica vigente.

3.1.1 Sitios de muestreo

De las 23 IPS pertenecientes a Pasto-Salud ESE, se seleccionaron 7 al azar,
distribuidas en cuatro zonas: occidente, sur, oriente y norte de acuerdo con la division
del municipio considerada por Pasto — Salud ESE, ver figura 5. El periodo de muestreo
estuvo comprendido entre los meses de noviembre de 2010 y febrero de 2011.

Figura 5. Mapa del municipio de Pasto con los sitios de muestreo.
Fuente: Google Earth

3.1.2 Criterios de inclusiéon

Mujeres de 18-60 afios de edad, que acudieron a la toma de citologia durante el
periodo de muestreo y que aceptaron de forma voluntaria participar en el estudio a
través de la firma de un consentimiento informado.

3.1.3 Criterios de exclusion

Mujeres no sisbenizadas, de régimen contributivo, histerectomizadas y con carcinoma
cervical.
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3.1.4 Consideraciones éticas

En el desarrollo de esta investigacion se tuvieron en cuenta los aspectos éticos y
legales de la investigacion en seres humanos, como se estipula en la Resoluciéon N ©
008430 de 1993 del Ministerio de Salud de la Republica de Colombia.

Las mujeres incluidas en el estudio, aceptaron participar de forma voluntaria a través
de la firma de un consentimiento informado, ver anexo A. El consentimiento informado
fue aprobado por el comité de ética de la Universidad de Narifio y en el consta que las
pacientes recibieron la informacién correspondiente y que se resolvieron todas las
inquietudes existentes. Asi mismo, se les realizd la anamnesis a través de formularios
debidamente validados, ver anexo B.

3.1.5 Tamafio de la muestra

El marco de muestreo se obtuvo teniendo en cuenta el nivel de cobertura de citologias
para el municipio de Pasto en los afios 2008-2009, segun informacion suministrada por
la Empresa Social del Estado seccional Pasto (Pasto — Salud ESE). Se calculé un
tamafio de muestra al 95% de confianza con el 5% de error de 616 mujeres de esa
poblacién y para efectos del presente trabajo, se tomo al azar un 25% de ese tamafio
de muestra, correspondiente a 160 mujeres que cumplieron con los criterios de
inclusion. La poblacion restante, sera analizada en un estudio posterior.

3.1.6 Variables poblacionales contempladas en el estudio

- Clinicas: Resultado citol6gico

- Demograficas: Edad

- Variables de laboratorio: Deteccion vy tipificacion molecular de VPH

3.2 CAPACITACION DE PERSONAL PARA LA TOMA DE MUESTRAS

Para la ejecucion de esta investigacion, fue necesario realizar una capacitacién sobre
los objetivos del estudio, la recoleccion de la informacién poblacional, la firma de los
consentimientos informados, la codificacion de las muestras, la localizacion anatémica
para la toma de la muestra de cepillado endocervical, el manejo y transporte de las
mismas. La capacitacion fue dirigida al personal de Pasto Salud ESE, principalmente a
los directores operativos de las redes norte, oriente, sur y occidente y a las enfermeras
jefes del Programa de deteccion temprana de cancer de cérvix, quienes fueron las
responsables de la toma de citologias en los diferentes puntos de muestreo
seleccionados para nuestro estudio. La capacitacion estuvo orientada por un médico y
un ginecodlogo pertenecientes a Pasto Salud ESE.

3.3 TOMA DE MUESTRAS Y TRANSPORTE

Para la recoleccion de muestras se contd con la colaboracion de personal
debidamente capacitado, perteneciente a la Empresa Social del Estado — Pasto Salud
ESE, fueron ellos los encargados de realizar el registro, la recoleccion de informacion
(anamnesis), la firma del consentimiento informado, la toma de muestras y la
valoracion clinica e interpretacion de las citologias de las pacientes incluidas en el
estudio.

A aquellas mujeres que cumplieron con los criterios de inclusion, se les tomé una

muestra de cepillado cervical mediante procedimientos estandar. A partir de esta
muestra se cumplié con dos propésitos, el primero obtener el extendido para la lectura
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de la citologia y el remanente de la muestra de cepillado cervical se resuspendi6
inmediatamente en 750ul de buffer fosfato salino 1X y timerosal al 0.05% para la
tipificacion molecular de VPH.

Una vez tomadas las muestras, fueron transportadas al laboratorio de Medicina de la
Universidad de Narifio, para su almacenamiento a 4°C. Posteriormente, estas
muestras se transportaron en frio, al laboratorio de farmacogénetica del Cancer del
Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogoté, donde
se realiz6 el analisis de calidad de ADN mediante amplificacion por PCR del gen de 3
globina, la deteccidn y tipificacion del VPH mediante Reverse Line Blot (RLB).

3.4 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

3.4.1 Muestras para Citologias

Con la muestra de cepillado cervical se realizdé un extendido en placa de vidrio para su
posterior coloracién y lectura de citologia cérvicouterina convencional. La lectura y
clasificacién de la citologia fue realizada por un patologo especialista asignado por
Pasto Salud ESE, segun el sistema Bethesda 2001 en uno de cinco grupos: negativo
para neoplasia (NPN), células escamosas atipicas de significancia no determinada
(ASCUS), Lesiones intraepiteliales de Bajo Grado LIEBG, lesiones intraepiteliales de
alto grado LIEAG y cancer de cuello uterino (Solomon et al., 2002). La responsabilidad
de los resultados de las citologias, estuvo a cargo del personal de Pasto Salud ESE.

3.4.2 Muestras para analisis molecular

Tanto la lisis celular como la deteccion directa mediante PCR del gen de B-Globina y la
tipificacion molecular de VPH mediante la técnica de Reverse Line Blot de las 160
muestras de cepillado cervical (UDN1-UDN160) se realizaron en el laboratorio de
Farmacogenética del Cancer del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional
de Colombia, sede Bogota.

Para los analisis de biologia molecular, todos los procedimientos se desarrollaron a
partir de un lisado celular. Para realizar la lisis, las células cervicales remanentes en el
cepillado cervical, previamente resuspendidas en buffer fosfato salino y timerosal, se
homogenizaron y se llevaron a 90°C en plancha de calentamiento durante 10 minutos.
Seguidamente las muestras se llevaron primero a 4°C y luego a -20°C, donde
permanecieron almacenadas hasta su uso.

3.4.3 Manejo de informacion

Con la informacién de los registros de muestreo, la informacion poblacional
recolectada y los resultados de citologia suministrados por Pasto Salud ESE, se
elaboraron las bases de datos de las pacientes incluidas en el estudio en formato
Excel®. En las bases de datos se almacend la informacién de las variables de andlisis,
tales como edad, clinicas, ginecoobstétricas, resultados de citologia, resultados de la
calidad del ADN mediante amplificacion del gen de B-globina, resultados de tipificacion
de VPH por RLB y codificacion.

3.5 DETECCION Y TIPIFICACION DE VPH
Previo a la realizacion de la reaccion de amplificacion de interés, con el fin de

confirmar la calidad del ADN de las muestras recolectadas, se realizé la amplificacion
de un fragmento del gen de B-globina. Posteriormente a todas las muestras positivas
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para este gen, se les realiz6 una reaccién de PCR, utilizando los iniciadores GP5+/Bio-
GP6+ y a partir de los productos amplificados se llevé a cabo una hibridacion en fase
sélida y revelado no radiactivo mediante la técnica Reverse line blot. A continuacién se
describe la metodologia desarrollada:

3.5.1 Analisis de calidad del ADN mediante amplificacion por PCR del gen de -
globina

El gen de B-globina es constitutivo de toda célula eucariota, es un marcador que
permite verificar presencia o ausencia de ADN e inhibidores en lisados celulares
(Aguayo et al., 2002). Con el fin de confirmar la calidad del ADN, a partir de la
suspension celular de las muestras del remanente de cepillado cervical, se realizé la
amplificacion de un fragmento de 110 pb del gen constitutivo de B-globina (HHB), con
los iniciadores PCO3/PCO4, ver tabla 2 (Garcia et al., 2010).

Tabla 2. Secuencia de los iniciadores PCO3/PCOA4.
Iniciador Secuencia (5--37) Fragmento
amplificado

PCO3 (sentido) ACACAACTGTGTTCACTAGC
PCO4 (antisentido) CAACTTCATCCACCTTCACC 110 pb

La seleccion de estos iniciadores se realizo teniendo en cuenta los reportes de Saiki et
al., 1985 y Garcia et al., 2010, ademas de una confirmacion bioinformatica de la region
de anillamiento de los iniciadores y el gen de la B-globina en humanos, ver figura 6:

5 ACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGGTGCATCTGACTCCTG
ACACAACTGTGTTCACTAG I N

PR
AGGAGAAGTCTGCCOTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCC... 37
GGTGAACGTGGATGAAGTTG
PCO4

Figura 6. Anillamiento de los iniciadores PCO3 Y PCO4 en el gen de B-globina en humanos
(Posicion 13 ntA a 123 ntG). Fuente: Esta investigacion

3.5.1.1 Reaccion de amplificacion del gen de p-globina: Las condiciones de reaccion
asi como las condiciones de amplificacion utilizadas en la PCR para B-globina se
desarrollaron de acuerdo con la metodologia descrita por Garcia et al, 2010, ver tabla
3. La preparacion de la mezcla de reaccién se realizé bajo 6ptimas condiciones de
asepsia y bioseguridad.

Tabla 3. Mezcla de reaccion para la PCR HHB con los iniciadores PCO3 — PCO4

Reactivo Volumen pl
Lisado celular 5
Buffer(1X) 25
dNTPs(200 puM) 0.75
MgCl, (3.5 mM) 3
Primer PCO3 (1uM) 0.75
Primer PCO4 (1uM) 0.75
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Taq polimerasa (1.25 U) 0.3
Agua Ultra pura 12
Volumen de reaccion final 25

Programacion del termociclador: Las reacciones se llevaron a cabo en un
termociclador My Cycler™ (Biorad®) bajo el siguiente ciclo de amplificacién: un paso
de denaturacién a 94°C por 4 minutos, seguido de 40 ciclos de amplificacién, cada
ciclo incluia un paso de denaturacion a 94°C durante 30 segundos, un paso de
anillamiento a 52°C por 30 segundos y un paso de elongacién a 72°C durante 1
minuto. La extensién final a 72°C fue prolongada por 4 minutos.

3.5.1.2 Verificacion de PCR/B-Globina

Los productos de amplificacion fueron verificados en geles de agarosa al 2% tefidos
con el colorante Syber safe (1ul/ml), el cual se intercala entre las bases del ADN,
formando complejos fluorescentes que permiten la visualizacién de las bandas de
ADN. La corrida electroforética se llevo a cabo en el equipo Biorad® Power PAC 3000,
con buffer TBE 1X, durante una hora a 80V, 50A y 100mA. La visualizacién del gel se
realiz6 con luz UV en un fotodigitalizador de geles con el software Quantity One de
Biorad® (Garcia et al., 2010).

3.5.1.3 Interpretacion de resultados

Las muestras se consideraron positivas para el gen de B-Globina cuando se observd
una banda del tamafio esperado, compatible con el marcador de peso molecular
GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder (10-300bp) y el resultado de la muestra
fue interpretado como negativo en ausencia de banda de tamafio esperado. Para
garantizar la calidad en la lectura de resultados y la ausencia de contaminacion se
utilizé como blanco agua destilada estéril.

3.5.2 Amplificacion GP5+/Bio-GP6+ de VPH a partir de muestras positivas para el gen
de B-globina

A partir de la suspensién celular de las muestras positivas para el gen de [3-globina
(HHB), se realizé la amplificacion de un fragmento de aproximadamente 150 pb de la
region L1 del VPH utilizando los iniciadores GP5+ y GP6+ marcado con biotina (Van
Den Brule et al., 2002). Las secuencias de los iniciadores utilizados se presentan en la
tabla 4.

Tabla 4. Secuencia de los iniciadores GP5+ / GP6+.

- . - Fragmento
Iniciador Secuencia (5"--37) amplificado
GP5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACTA

GP6+ GAAAAATAAACTGTAAATCATA 150 pb

Este juego de iniciadores se empled teniendo en cuenta varias publicaciones en las
cuales son reportados, como: Gravitt et al., 2000; Van den Brule et al., 2002; Molano et
al., 2002; Mufioz et al., 2003; Geraets et al., 2009; Arias et al., 2010; Garcia et al.,
2010. Ademaés se realizé una confirmacién bioinformética de la regién de anillamiento
de los iniciadores en el genoma de diferentes tipos de VPH y un alineamiento con la
herramienta Megablast del NCBI. En la figura 7 se presenta el sitio de anillamiento de
los iniciadores GP5+ y GP6+ en el genoma del Virus del Papiloma humano tipo 18.
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5 .. AATTATTTGTTACTGTGGTAGATACTACTCCCAGTACCAATTTAACAATATGTGCTTCTAC...
TTITGTTACTGTGGTAGATACTA
GP5+ e

...CCAAATTTAAGCAGTATAGCAGACATGTTGAGGAATATGATTTACAGTTTATTTITCAG...3"
TATGATTTACAGTTTATTTTTC
GP6+
Figura 7. Sitio de anillamiento de iniciadores GP5+ Y GP6+ en el genoma del VPH tipo 18.
Fuente: Esta investigacion.

Reaccion de amplificacion GP5+/6+: Las condiciones de reaccién asi como las
condiciones de amplificacion utilizadas en la PCR GP5+/6+ se desarrollaron de
acuerdo con la metodologia descrita por Garcia et al., 2010. La preparacion de la
mezcla de reaccién se realiz6 en dptimas condiciones de asepsia y bioseguridad. La
concentracion y volumen de los componentes de la reaccion de amplificacion se
describen en la tabla 5.

Tabla 5. Mezcla de reaccion para la PCR GP5+/6+

Reactivo Volumen pl
Lisado celular 5
Buffer (1X) 25
dNTPs(200uM) 0.5
MgCl, (1.5 uM) 15
Iniciador GP5+ (1uM) 0.125
Iniciador bio-GP6+ (1uM) 0.125
Taq polimerasa (1.25 U) 0.4
Agua ultra pura 14.85
Volumen de reaccion final 25

Programacién del termociclador: Las reacciones se llevaron a cabo en un
termociclador My Cycler™ (Biorad®) bajo el siguiente ciclo de amplificacién: un paso
de denaturacién a 94°C por 4 minutos, seguido de 40 ciclos de amplificacién, cada
ciclo incluia un paso de denaturacion a 94°C durante 1 minuto, un paso de
anillamiento a 40°C por 2 minutos y un paso de elongacién a 72°C durante 30
segundos. La extension final a 72°C fue prolongada por 4 minutos.

3.5.3 Hibridacibn mediante Reverse Line Blot (RLB) de los productos de PCR
GP5+/Bio-GP6+

Para la deteccion vy tipificacion del Virus del Papiloma Humano en los productos de
PCR GP5+/Bio-GP6+ obtenidos previamente, se utilizo la técnica de Reverse Line Blot
(RLB), siguiendo la metodologia descrita por Van den Brule et al., 2002. Este método
esta basado en un ensayo de hibridacién reversa, usando un sistema Minibloter® 45
de Immunetics®, en el que se unen covalentemente oligosondas que presentan
grupos amino a una membrana que presenta grupos carboxilo, las oligosondas
acopladas permiten detectar 37 tipos virales de VPH. La secuencia de las oligosondas
tipo especificas del VPH se muestran en la tabla 6. A continuacion se describen los
pasos a seguir en la hibridacion mediante Reverse Line Blot (RLB):
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Tabla 6. Oligosondas tipo especificas de VPH usadas en la tipificacion por RLB de los
productos de PCR GP5+/Bio-GP6+

Tipo Secuencia Tipo VPH Secuencia
VPH
6 TCCGTAACTACATCTTCCA 55 TCAGTCTCCATCTACAACAT

11  TCTGTGTCTAAATCTGCTAC 56 CAGAACAGTTAAGTAAATATG
16 CATTATGTGCTGCCATATC 57 CCACAGAAACTAATTATAAAG
18 TGCTTCTACACAGTCTCCT 58 TATGCACTGAAGTAACTAAG
26 GTACATTATCTGCAGCATC 59 TCTACTACTGCTTCTATTCC
31 GCAATTGCAAACAGTGATAC 61 CCCCCCCTGTATCTGAAT
33 TGCACACAAGTAACTAGTGA 66 AGCTAAAAGCACATTAACTAA
34  TTTTCAGTTTGTGTAGGTACA 68 CTGAATCAGCTGTACCAAT
35 CTGCTGTGTCTTCTAGTGA 70 GAAACGGCCATACCTGCT
39 ATAGAGTCTTCCATACCTTC 72 AGCGTCCTCTGTATCAGAA
40 AGTCCCCCACACCAACC 73 ACAGGCTAGTAGCTCTACT
42  TGGTGATACATATACAGCTG 82/MM4 ACTGCTGTTACTCAATCTG
43  TCTACTGACCCTACTGTG 83 (MM7) TACACAGGCTAATGAATACA

44 TACTAGTGAACAATATAAGCA 84 (MM8) TGCTACCAACACCGAATCA
45 TAATTTAACATTATGTGCCTC 82/1S39 TGCTACTCCATCAGTTGC
51 TGCTGCGGTTTCCCCAA CP6108 CTTCCCAGTCTGCCACA
52 GAATACCTTCGTCATGGC 71 (CP8061) TGCTACCAAAACTGTTGAG
53 TGTCTACATATAATTCAAAGC 81 (CP8304) GCTACATCTGCTGCTGC
54 CACGCAGGATAGCTTTAAT

Fuente: Van den Brule et al., 2002

3.5.3.1 Activacion de membrana: Con el fin de que las oligosondas tipo especificas del
VPH se unieran covalentemente a la membrana de nylon Biodyne C, cargada
negativamente, fue necesario su activaciéon usando16% (p/v) de EDAC [1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide; Sigma, St.Louis, Mo.]. Posteriormente, la
membrana se colocé en un sistema miniblotter (MN 45; Immunetics) y se depositaron
en lineas paralelas las 37 oligosondas descritas en la tabla 6, después de un minuto
de incubacion, los canales del miniblotter se aspiraron y la membrana se inactivo
usando 100 mM NaOH, seguido por un lavado con SSPE 2x (SSPE 1X 0.18 M NaCl,
10 mM NaH2PO4 Y 1 mM EDTA [pH 7.7]) suplementado con SDS 0.1%.

3.5.3.2 Hibridacion de las oligosondas y los productos de PCR GP5+/Bio-GP6+: Para
llevar a cabo la hibridacion, se procedio a diluir 10ul de los productos obtenidos en la
PCR GP5+/Bio-GP6+ en 140ul de la soluciéon de hibridacion SSPE 2x (1x SSPE
contiene 0.18M NaCl, 10mM NaH2PO4 y 1mM EDTA pH 7.4) y 0.1% SDS, esta
muestra fue denaturada a 99°C y seguidamente pipeteada en cada canal del
miniblotter de forma perpendicular a las lineas de las oligosondas previamente
activadas en la membrana. Como control positivo de RLB se utilizé6 una mezcla de los
productos de PCR de los plasmidos de VPH 16 y VPH 18 (pertenecientes al grupo de
farmacogenética del Cancer de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotd).
La hibridacion se realizé a 42°C durante 1 hora en el horno de hibridacién Roller-Bloth
Hybridiser HB-3D® Techne®.

3.5.3.3 Incubacion y lavados de la membrana: Una vez hibridados los productos de
PCR con las oligosondas, se realizaron dos lavados a la membrana con SSPE 2X
0.5% SDS a 52°C para eliminar cualquier pegado inespecifico. Posteriormente, para
detectar las sefales de la hibridacion, se incub6 la membrana por 45 minutos a 42°C,
con el conjugado estreptividina peroxidasa (Roche®)(dilucion 1:4000), el cual se une a
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todos aquellos sitios donde haya biotina y por tanto donde se haya producido la
hibridacion. Seguidamente se realizaron dos lavados en SSPE 2X 0.5% SDS por 10
minutos a 42°C en el tubo de hibridacion Schott® y dos lavados en SSPE 2X por 5
minutos a temperatura ambiente en cubetas de plastico.

3.5.3.4 Revelado y/o deteccion: La deteccion de la hibridacién entre las muestras
denaturadas y las oligosondas, se realizé con el kit ECL™ liquido (GE® Healthcare
UK, Amersham™), basado en el marcaje con peroxidasa y la deteccién por
guimioluminiscencia, para ello la membrana fue incubada durante 2 minutos con 10 ml
de ECL. Seguidamente la membrana se coloc6 sobre una pelicula de autoradiografia
(Amersham Hyperfim™ ECL™) en un cassette toda la noche. Después de
transcurrido el tiempo de exposicion adecuado, la pelicula se reveld en el equipo
Medical Film Procesador modelo SRX-100 A Konica Minolta Medical y Graphic, Inc.
Todo el proceso de revelado se realiz6 en cuarto oscuro.

3.5.3.5 Reutilizacién de la membrana (Stripping): Para el uso repetido de la
membrana, se realizaron dos lavados en SDS 1% a 50°C por 30 min, seguido por una
incubacién en 20mM EDTA a temperatura ambiente. Finalmente, la membrana se
almacen6 en 100 ml de EDTA 20mM a 4°C hasta su posterior uso.

3.5.3.6 Interpretacion de Resultados: Una muestra se considerd positiva para un tipo
determinado de VPH, cuando se observo en la pelicula, un punto de hibridacion
definido (Spot) entre las sondas para cada tipo viral y el producto de PCR y una
muestra se considero positiva para una infeccion maltiple por VPH, cuando se observo
en la pelicula dos o mas puntos de hibridacion, ver figura 8.

Figura 8. Representacion de una autorradiografia de la genotipificacion de VPH, mediante
Reverse line blot. En la figura se observan en forma horizontal, los productos de PCR y en

42



forma vertical las sondas oligonuclétidas complementarias a cada tipo viral. Donde se
interceptan las sondas con un tipo viral se genera una hibridacién evidenciada con un spot.
Fuente: Esta investigacién

3.6 ANALISIS DE RESULTADOS

Se realiz6 una base de datos en el programa Microsoft Excel® edicién 2010, con la
informacion de cada una de las pacientes incluidas en el estudio. Los datos
registrados fueron recolectados a partir de la anamnesis, formatos de resultados de
citologia, amplificacién del gen de B-Globina y deteccion y tipificacion de VPH
mediante RLB.

3.6.1 Analisis descriptivo. La unidad de andlisis la constituy6 cada una de las mujeres
ingresadas al estudio. El procesamiento de la informacidon de la edad, variables
clinicas, variables ginecoobstétricas, clasificacion general del estudio citolégico y los
resultados de deteccion y tipificacion de VPH, se realiz6 mediante un analisis
descriptivo, univariado, construyendo tablas de distribucion de frecuencias y
porcentajes.

3.6.2 Andlisis de concordancia entre los resultados de citologia y la deteccion
molecular de VPH. Se realizd un andlisis de concordancia con el indice Kappa usando
el paquete estadistico SPSS 15.0 para Windows, entre el nimero de muestras
positivas y negativas para anormalidad en las células epiteliales obtenidas en la
citologia y el nimero de muestras positivas y negativas para VPH detectadas por RLB.

3.6.3 Andlisis de los resultados de la deteccion molecular de VPH vy las variables
poblacionales contempladas en el estudio. Para determinar la asociacion entre la
presencia de VPH y variables como la edad, cambios celulares reactivos asociados,
infeccidén por otros microorganismos, paridad y uso de anticonceptivos, se realizd un
andlisis bivariado con el estadistico Chi — cuadrado (X?) en el programa SPSS 15.0
para Windows, con un nivel de confianza del 95%.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 DESCRIPCION DE LA POBLACION
Se incorporaron al estudio 160 mujeres que acudieron a la toma de citologia en 7 IPS
del Municipio de Pasto, a las cuales se les tom6 una muestra de cepillado cervical de
acuerdo a la norma técnica vigente. En cada IPS se tomé entre 39 y 41 muestras,
como se indica en la tabla 7.

Tabla 7. Numero de muestras tomadas en cada IPS (Pasto-Salud ESE)

Zona Sitio de muestreo N° de muestras

Occidente Centro de Salud San Vicente 31
Centro de Salud Tamasagra 8

Sur Centro de Salud Lorenzo 39
Oriente Centro Hospitalario La Rosa 39
Centro de Salud El Progreso 2

Norte Hospital Civil 32
Centro de Salud Pandiaco 9

Total muestras tomadas 160

Fuente: Esta investigacion

A partir de la informacion consignada en el formato de ingreso de las pacientes,
realizamos el andlisis descriptivo de edad, citologia previa, uso de anticonceptivos y
numero de embarazos, encontrando los siguientes resultados:

4.1.1 Edad

La edad de las mujeres incluidas en el estudio estuvo entre 18 y 60 afios, para su
andlisis las mujeres se distribuyeron en cinco grupos de edad, encontrando una
frecuencia por edad mas alta en el rango de 18 - 27 afios y una baja frecuencia en el
rango = 58 afios, como se muestra en la tabla 8. Estos resultados se relacionan con
los datos proporcionados por Pasto Salud ESE, con respecto a la toma de citologia por
edad en las 23 IPS correspondientes al municipio de Pasto, en los que se observa que
las mujeres entre los 20 y 39 afios asisten con mayor frecuencia al examen citolégico y
esta frecuencia disminuye con la edad. Esta tendencia también ha sido reportada en
estudios previos en los que se relaciona la cobertura de la citologia en Colombia y
algunos factores sociodemograficos, en los que se ha encontrado que las mujeres
joévenes en edad reproductiva, tienen mayor probabilidad de realizarse la citologia
cervicouterina con respecto a mujeres mayores (Pifieros et al., 2007; Figueroa, 2011).

Tabla 8. Edad de la poblacion de estudio

Edad (afios) Frecuencia Porcentaje (%)
18-27 49 30,6
28 -37 48 30,0
38 — 47 41 25,6
48 — 57 19 11,9
>58 3 1,9

Fuente: Esta investigacion
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4.1.2 Paridad

Respecto a la paridad, el 13.1% de las mujeres en estudio eran nuliparas y el 86.9%
ha estado por lo menos una vez en embarazo, de este porcentaje el 53.8% tienen 1y
2 gestas y el 33.1% 3 0 mas gestas, como se presenta en la tabla 9. Estas cifras estan
dentro de lo reportado para el departamento de Narifio segin la Encuesta Nacional de
Demografia y Salud — ENDS 2010, que indica que las mujeres narifienses tienen entre
2 y 3 hijos. Ademas ENDS 2010, muestra que la tasa de fecundidad deseada es de 1
a 2 hijos y que cuatro de cada ocho mujeres que tienen dos hijos vivos ya no quieren
tener mas y/o se han realizado la ligadura de trompas. De acuerdo con la Norma
Técnica para la atencion en planificacion familiar a hombres y mujeres, Colombia ha
logrado un descenso rapido de su fecundidad, posiblemente debido a la rapida
urbanizacion, el aumento de la escolaridad y el mayor uso de los métodos
anticonceptivos por parte de la comunidad.

4.1.3 Uso de Anticonceptivos

Con relacion al uso de anticonceptivos, el 56.9% de las pacientes planifican y los
métodos mas empleados son el dispositivo intrauterino - DIU, los anovulatorios y la
ligadura de trompas o Pomeroy, ver tabla 9. La encuesta Nacional de Demografia y
Salud 2010 establece que el 61% de las mujeres colombianas entre 15 y 49 afios usa
algin método anticonceptivo y este porcentaje se incrementa a 84% en las mujeres
narifienses casadas o que viven en union libre. De los métodos encontrados en este
estudio el mas frecuente fue la ligadura de trompas, el cual se consolida como el
primer método de planificaciéon familiar con un 25% entre todas las mujeres y 39%
entre mujeres narifienses casadas o en unién libre (ENDS 2010). La decision de
utilizar un método anticonceptivo esta relacionada con la facilidad de comprarlo o de
gue sea suministrado por las entidades de salud, ademas la eleccion del método esta
asociada con la edad, de manera que las mujeres adolescentes y nuliparas prefieren
métodos flexibles como las pildoras o los inyectables, las mujeres jévenes con un hijo,
prefieren usar el dispositivo intrauterino o implantes, en tanto que las mujeres maduras
y/o multiparas generalmente utilizan métodos permanentes (Gémez y Pardo, 2010).

4.1.4 Citologia previa

De las 160 mujeres en estudio, el 73.1% se habian realizado el examen citoldgico
previamente, el 25.6% asistian por primera vez a la toma de citologia y el 1,2% No
sabe - no responde, ver tabla 9. Estos resultados son similares a los reportados por
Pifieros et al en 2007, en los que obtuvo que el 75.8% de las mujeres narifienses entre
25 y 69 afos de edad se han realizado una citologia en los Ultimos tres afios. Sin
embargo, aunque el porcentaje de cobertura de la citologia se ha incrementado en los
tltimo afios, la informacion proporcionada en el Plan Nacional para el control de
cancer en Colombia 2010-2019, indica que en nuestro pais la relacion entre la
cobertura de citologia y mortalidad por cancer de cuello uterino no ha sido la esperada,
sugiriendo dificultades en la calidad y seguimiento del examen citolégico, diagndstico
definitivo y tratamiento oportuno de lesiones cervicales precancerosas y cancer
(Ministerio de la Proteccion Social, 2010).
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Tabla 9. Caracteristicas ginecoobstétricas de la poblacion de estudio.

Caracteristica Frecuencia Porcentaje (%)

Gestas

Ninguno 21 13.1
1-2 86 53.8
>3 53 33.1
Uso de anticonceptivos

Diu 15 9,4
Anovulatorios 19 11,9
Pomeroy 46 28.8
Otro 10 6.2
Ninguno 60 37,5
No sabe/no responde 10 6,2

Citologia previa

Si 14 8,8
Si — Normal 79 49,4
Si — Infeccion 13 8.1
Si — inflamacion 11 6.9
No 41 25,6
No sabe/no responde 2 1,2

Fuente: Esta investigacion
4.2 Resultados de la citologia cervicouterina

A partir de la informacion consignada en el formato de resultados de la citologia de las
pacientes incluidas, realizamos el analisis descriptivo de la clasificacién general
citolégica, aspectos de cérvix, cambios reactivos asociados e infeccion por otros
microorganismos. Los resultados encontrados se presentan a continuacion:

En la evaluacion de la calidad de las muestras, se obtuvo que el 100% de las placas
fueron satisfactorias para ser procesadas y examinadas en el examen citologico. En el
86.9% de las muestras se observoé la zona de transformacion o células endocervicales,
13.75% presentaron fondo hemorragico leve y 0.6% extendido grueso. De acuerdo con
el Sistema Bethesda la calidad de la muestra indica si estas tienen la cantidad
suficiente de material exocervical y endocervical para la lectura (Solomon et al 2002).

Es de gran relevancia tener en cuenta esta informacion debido a que la mayoria de
falsos negativos e inconsistencias obtenidas en la citologia se deben a errores en la
toma de la muestra, aun en laboratorios con rigurosos controles de calidad (Molijn et
al., 2005; Serrano et al 2006).

4.2.1 Clasificacion general del estudio citologico

De las 160 pacientes, 4 de ellas presentaron anormalidad en las células epiteliales
(2.5%) y 156 presentaron diagndstico negativo para lesion intraepitelial o normalidad
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celular (97.5%). En la tabla 10, se presentan los resultados de la lectura e
interpretacion de la citologia para células escamosas.

Tabla 10. Resultado citologico de las pacientes incluidas en el estudio

Resultado Frecuencia Porcentaje (%)
NIC 1 2 1,2
ASC-US 2 1,2
Negativa para lesion intraepitelial 156 97,6
Total 160

Fuente: Esta investigacion

De las 4 pacientes con anormalidad en las células epiteliales, dos (1.2%) presentaron
células escamosas atipicas de significado indeterminado - ASCUS. Esta cifra es
menor a la reportada por Dane et al., en 2009, que indica que los ASCUS son
detectados en el 5-10% de las mujeres que asisten al tamizaje de la citologia. Sin
embargo, se debe tener en cuenta que el diagnostico de ASCUS no esta bien
estandarizado y varia sustancialmente en los estudios publicados debido a la
considerable variacion intra e inter-observador en su definicién (Farfan et al., 2010). En
los ASCUS se observan anormalidades celulares mas marcadas que las atribuibles a
cambios reactivos, pero que cuantitativa o cualitativamente no llegaron a un
diagnostico definitivo de lesién escamosa intraepitelial (Solomon et al., 2002). Algunos
de los casos en los que se presenta este diagnéstico se deben a la lectura de
extendidos citologicos gruesos, en los cuales las células no pueden ser avaluadas
correctamente, también puede tratarse de la presencia de células maduras
intermedias, metaplasia atipica 0 muestras de mujeres postmenopausicas. Asi mismo
algunos cambios morfoldgicos catalogados como ASCUS pueden observarse cuando
en la infeccion por VPH el proceso de integracion y expresion de los oncogenes virales
es incompleta y las células provenientes de la superficie tienen un crecimiento nuclear
menos trascendente (Alonso et al., 2005). En general, el diagnostico de ASCUS es el
mas controvertido dentro de la clasificacion del Sistema Bethesda (TBS) para reporte
citopatolégico, ya que incluye lesiones de dificil caracterizacion y con escasa
especificidad.

Para tener claridad con respecto a los aspectos morfoldgicos y realizar un correcto
manejo clinico de las pacientes con este diagndstico, es necesario realizar estudios
complementarios que permitan definir la razé6n de los cambios celulares
diagnosticados, ya que, aunque en algunos casos puede tratarse de lesiones
insignificantes o de alteraciones relacionadas con infecciones sencillas, en otros puede
estar involucrado con el desarrollo de lesiones escamosas intraepiteliales (Wensveen
et al., 2003). Uno de los estudios complementarios que podria emplearse y ha sido
aceptado como alternativa para el seguimiento de ASCUS por la American Society for
Cervical and Colposcopy, es la deteccion y tipificacion de ADN del VPH, que permite
definir la presencia del virus y si es de alto o bajo riesgo oncogénico, contribuyendo a
minimizar los falsos negativos de la citologia (Lang et al., 2005; Castellsagué et al.,
2008; Reynolds, 2011).

Por otra parte, las otras dos pacientes (1.2%) con anormalidad en las células

epiteliales, presentaron Neoplasia intraepitelial cervical grado 1 — NIC |, también
llamada Lesién intraepitelial escamosa de bajo grado - LIEBG. Esta cifra es menor a la
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reportada en estudios previos como el de Serrano et al., en 2006 que encontré en
68/281 (24.2%) mujeres en estudio LIEBG y Garcia et al., en 2010 que encontré que
56 pacientes (35%) tenian NIC |. Estas diferencias posiblemente se deban a
variaciones propias de la poblacion de estudio incluida en cada investigacion. El
diagnostico histopatolégico de NIC | se caracteriza por presentar mayor actividad
mitotica y contenido de células inmaduras en el tercio inferior del epitelio; estas formas
celulares se diferencian y maduran, mostrando anormalidades menores de la célula
(Lépez y Lizano 2006; Sarduy, 2008). Generalmente las lesiones intraepiteliales de
bajo grado son manifestaciones transitorias de la infeccion por VPH y en algunos
casos pueden curarse espontaneamente sin tratamiento alguno (Solomon et al 2002;
Cavazza y Correnti 2004).

De acuerdo con los resultados de la citologia, en ninguna de las pacientes se encontré
diagnostico de NIC 2, NIC 3 o cancer cervical.

4.2.2 Aspectos del cérvix

Este pardmetro se midi6é a través de la observacion directa del cuello uterino en el
momento de la toma de la citologia, encontrandose que 51.9% de las mujeres
presentaron cérvix anormal, 46.9% un cérvix sano y en el 1.9% no se notific el
resultado. En las mujeres en las que se observé anormalidad, es posible que el
resultado se relacione con cambios de aspecto asociados con la coloracién localizada,
irritacion de la superficie del cuello uterino, la presencia de lesiones ulceradas
relacionadas con infecciones de trasmision sexual, la presencia de verrugas o
condilomas causadas por el VPH o la presencia de secreciones coloreadas,
sanguinolentas o purulentas. La gravedad de las lesiones observadas es considerada
por el personal responsable de realizar el examen fisico durante la toma de la muestra
para la citologia, quien informa si es necesario remitir a las pacientes de inmediato al
ginecodlogo sin esperar los resultados del examen (Alonso et al., 2005; Lépez y
Aristizabal 2006).

4.2.3 Cambios celulares reactivos.

Se encontraron cambios reactivos asociados a inflamacion leve en el 59.4% de las
muestras, inflamaciéon moderada en el 30.6% e inflamacién severa en 3.1% de las
muestras. La inflamacion es una respuesta del sistema inmunoldgico frente al dafio o
lesion tisular producida por agentes fisicos, quimicos o bioldgicos, en el examen
citolégico se valora de acuerdo con la cantidad de leucocitos polimorfonucleares
presenten en la placa y le corresponde al citopatélogo que lee la placa determinar la
gravedad de la inflamacion. Con respecto al alto porcentaje de inflamaciones leves
obtenido, se debe tener en cuenta que cierto grado de inflamacién en la citologia es
normal y es reportado con frecuencia en los resultados de este examen. Las
principales causas de la inflamacion en el cuello uterino son: el parto, la irritacion
debida a un dispositivo intrauterino, la obtencidon previa de biopsias, criocirugia,
termocauterio, asas diatérmicas y rayo laser. La deteccion de inflamaciones también
puede asociarse con infecciones del tracto genital inferior por C. trachomatis, Candida
albicans, Trichomonas vaginalis, virus Herpes simplex o vaginosis bacteriana, asi
mismo, en una gran proporciéon de pacientes, se ha encontrado que uno de los
factores de riesgo asociados a la presencia de procesos inflamatorios, corresponde a
lesiones intraepiteliales causadas por la infeccion con el VPH. Ademas en algunas
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mujeres en etapa de la menopausia, se pueden presentar cuadros inflamatorios
asociados con la atrofia del epitelio genital, debido a la ausencia parcial o total del
estimulo estrogénico y a que el epitelio se adelgaza y es mas vulnerable a todo tipo de
infecciones. En algunos casos los cambios morfolégicos de las células atréficas, se
presentan con cambios nucleares y de coloracién citoplasmatica, en los que la
cromatina y algunos detritos pueden mostrar una apariencia de nucleos grandes
anormales, que pueden confundirse con lesiones neoplasicas (Duarte et al., 2004;
Alonso et al., 2005).

De acuerdo con el sistema Bethesda dentro de los cambios celulares reactivos
asociados a la inflamacién también se incluyen los cambios de reparacion tipica, que
corresponde al proceso en el cual hay regeneracion del tejido lesionado después de
una inflamacién, en la que puede ocurrir la destruccion y pérdida tisular tanto del
epitelio como del estroma del cérvix. La morfologia de la regeneracion tisular no es
muy clara, por ello es de gran relevancia establecer los criterios morfolégicos que se
incluyen dentro de esta categoria, para evitar diagnésticos erréneos que conlleven a
resultados falsos positivos/negativos de una lesion de mayor significado (Alonso et al.,
2005; LGpez y Aristizabal 2006).

4.2.4 Infeccién por otros microorganismos

En los resultados de la citologia se identifico la presencia de infeccion por
microorganismos en un 28.8% de las pacientes, los resultados obtenidos se presentan
en la tabla 11. La aparicion de estas infecciones cérvico-vaginales se debe a la
presencia de microorganismos exdgenos que generalmente provienen de la piel, de la
vejiga urinaria, del recto y del ano, o que se transmiten por contagio venéreo.
Respecto a estos resultados es necesario tener en cuenta que la citologia si bien
permite identificar morfolégicamente algunos de los microorganismos causantes de
infecciones cérvico - vaginales, no constituye un método ideal para su deteccion y
estudio, para ello se deben emplear procedimientos microbiolégicos como los cultivos
especiales, deteccién de ADN e inmunofluorescencia, con los cuales se puede realizar
un analisis mas preciso de estas infecciones (Alonso et al., 2005).

No obstante a partir de los resultados obtenidos cabe resaltar que la infeccion por flora
sugestiva de vaginosis bacteriana fue la mas frecuente, encontrada en el 15% de las
mujeres en estudio, este tipo de infeccion es causada por una variedad de
microorganismos entre los que se encuentran Mobiluncus sp., Micoplasma hominis y
Gardnerella, entre otros y es considerada como una de las afecciones mas comunes
gue afecta a aproximadamente el 30% de las mujeres. En la mayoria de los casos, la
vaginosis bacteriana no ocasiona complicaciones, pero puede incrementar la
susceptibilidad de las mujeres a contraer infecciones mas graves (Nyirjesy, 2008). El
bacilo de Doderlein se observé en el 40.6% de las mujeres, sin embargo no se tuvo en
cuenta dentro de los microorganismos causantes de infecciones cervico-vaginales,
debido a que es uno de los principales constituyentes de la microbiota normal de esta
area, en la que contribuye a mantener el equilibrio y mejorar la depuracién bioldgica. Si
llega a ocurrir la disminucion o el incremento de bacilos de Doderlein, podria ocurrir
una alteracion en el ecosistema vaginal y el posible desarrollo de infecciones (Sanchez
et al., 2008).
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Tabla 11.Caracteristicas clinicas de la poblacién de estudio.

Caracteristica Frecuencia Porcentaje (%)
Aspectos de Cérvix
Sano 75 46,9
Anormal 82 51,2
No Sabe 3 1,9
Cambios celulares reactivos asociados a inflamacion
Leve 95 59,4
Moderada 49 30,6
Severa 5 3,1
No sabe 11 6,9
Infeccion por otros organismos
Trichomonas vaginalis 2 13
Consistente con Candida ssp. 4 2,5
Flora sugestiva de vaginosis bacteriana 24 15,0
Bacterias compatibles con Actinomicetos ssp. 1 0,6
Cambios celulares consistentes con virus Herpes simple 2 13
Consisitente con Candida spp, bacilo de Doderlein 1 0,6
Vaginosis bacteriana, Actinomicetos spp. 1 0,6
Otros microorganismos 11 6,9
Bacilo de Doderlein (Flora normal) 65 40,6
Sanas 49 30,6

Fuente: Esta investigacion
4.3 Resultados de deteccion vy tipificacion de VPH
4.3.1 Andlisis de calidad del ADN mediante amplificacién del gen de -globina

De las 160 muestras en las que se evalud la calidad del ADN, 149 resultaron positivas
para el gen de la B-globina y fueron consideradas adecuadas para analisis de VPH, en
tanto que las 11 muestras restantes no revelaron una banda clara y bien definida en el
gel de agarosa para el gen de B-globina y no fueron incluidas en la amplificacion por
GP5+/6+ y tipificacion por RLB. La exclusion que se debio hacer de las 11 muestras
para el andlisis por RLB, puede deberse a la presencia de ADN degradado o no
amplificable en estos lisados celulares, indicando que no presentaban una calidad
adecuada para continuar con el analisis molecular, por otro lado la ausencia de banda
para el gen de B-globina también pudo estar relacionada con una cantidad muy baja
de ADN en las muestras, teniendo en cuenta que la sensibilidad determinada para
esta PCR visualizada con electroforesis en geles de agarosa es de aproximadamente
390 picogramos (Brebi et al., 2009; Garcia et al., 2011). En la figura 9 se presenta un
gel de agarosa en el que se observo la amplificacion del gen de B-globina.
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Figura 9. Amplificacion del gen de B-globina. Linea 1 Marcador de peso molecular, linea 2
control negativo, lineas 3 - 25 muestras UDN56-UDN78. Fuente: Esta investigacion

4.3.2 Deteccion vy tipificacion de VPH mediante RLB

En la literatura se ha reportado una gran cantidad de datos acerca de la prevalencia de
la infeccion por VPH en mujeres a nivel mundial, que generalmente se presentan
dentro del rango 2% - 44% (LOpez y Lizano 2006; Orozco et al., 2010). En nuestro
estudio, la deteccién de muestras positivas para VPH en mujeres con citologia normal
fue de 6.4%, cifra mayor a la reportada por Jacobs et al., en el 2000 que correspondio
a 4.6% y menor a las cifras encontradas en estudios realizados en otras poblaciones
de Colombia, como en la investigacion de Molano et al., en 2002 en la que se encontrd
una prevalencia de la infeccion por VPH de 18.2%, la realizada por Serrano et al., en
2003 en la que se encontré una prevalencia de 14.9% y la que reporta Consuegra et
al., en 2004 de 18%.

La prevalencia de VPH encontrada (6.4%) confirma la presencia de infecciones por
VPH entre la poblacién general del municipio de Pasto. En la figura 10 se muestran los
resultados de las muestras positivas para VPH.
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Figura 10. Autorradiografia de la genotipificacién de VPH mediante Reverse line blot. columna
1 control VPH 16, columna 2 control VPH 18, columnas 3 - 14 muestras: UDN 10, UDN 21,
UDN 25, UDN 30, UDN 79, UDN 81, UDN 82, UDN 84, UDN 86, UDN 102, UDN 124, UDN 142,
columna 42 control negativo. Fuente: Esta investigacion.

Los genotipos encontrados en este estudio correspondieron a VPH 11, 45, 53, 54, 55,
56, 70y 84, en la tabla 12 se presentan la frecuencia de los tipos de VPH detectados y
su potencial oncogénico. Estos resultados concuerdan con reportes previos realizados
en otras regiones de Colombia, donde se ha documentado la deteccidn de algunos de
estos tipos virales, como el estudio realizado por Molano et al., en 2002, donde reporta
los tipos 56 (3.6%) y 70 (1.4%); el estudio realizado por Mufioz et al., en 2004 que
reporta VPH 11, 45, 56 y 70 y el estudio de Garcia et al.,, en 2011 que reporta la
presencia de los tipos VPH 56 (3.8%), 45 y 70 (1.26%). Estudios previos indican que
existe cierta variabilidad demogréfica y geografica en los tipos de VPH encontrados y
su frecuencia, de tal manera que en algunos estudios realizados en Bogotéa - Colombia
los tipos de VPH mas frecuentes fueron VPH 16, 58, 31 y 18 (Mufioz et al., 2004), en
otro VPH 56, 58 y 81 (Arias et al., 2010) y en un tercer estudio realizado en
Barranquilla los tipos virales mas prevalentes fueron VPH 16,18, 45y 58 (Murillo et al.,
2009).

Tabla 12. Distribucion de la frecuencia de los tipos de VPH tipificadas por RLB.
Riesgo

Tipo VPH Oncogénico Frecuencia

45 Alto riesgo 1

53 Alto riesgo 2

54 Bajo riesgo 2

56 Alto riesgo 2

70 Alto riesgo 1

84 Bajo riesgo 1
11, 55 Bajo riesgo 1
TOTAL 10

Fuente: Esta investigacion

Estas variaciones en la frecuencia de los tipos de VPH detectados entre diferentes
regiones geograficas pueden deberse por una parte, al comportamiento endémico del
VPH en poblaciones especificas y por otra, pueden estar relacionadas con los habitos
comportamentales de cada poblacion, su exposicion a los factores de riesgo y las
condiciones genéticas de los hospederos (Melo et al., 2003; Brebi et al., 2009; Orozco
et al., 2010). También se debe tener cuenta algunas consideraciones metodoldgicas
como la técnica de deteccidn vy tipificacibn molecular empleada y/o el nimero de
pacientes incluidos en cada estudio.

4.3.2.1 Riesgo oncogénico de los tipos de VPH detectados
De los tipos virales encontrados, los tipos de VPH de bajo riesgo representaron el

45,4% de las muestras positivas. La infeccion por estos tipos virales puede causar
cambios benignos de bajo grado en células cervicouterinas e infecciones subclinicas
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que suelen ser transitorias y casi siempre se resuelven; por lo general en estas
lesiones el ADN viral se encuentra localizado extracromosémicamente. En nuestro
estudio, los tipos de VPH de bajo riesgo detectados corresponden a VPH 11, 54, 55y
84, ver tabla 12, de estos, el tipo viral 11 es uno de los mas documentados, ya que ha
sido detectado en el 90% de las verrugas genitales o Condilomas, consideradas como
la enfermedad de trasmision sexual viral méas propagada en el mundo (Castellsagué et
al., 2008; Brebi et al., 2009; Segovia y Mendoza 2009; Medina et al., 2010).

En cuanto a la infeccion por los tipos virales de alto riesgo, estos representaron el
54.6% de las muestras positivas. La infeccion persistente con estos tipos virales puede
ocasionar lesiones intraepiteliales de alto grado y carcinomas anogenitales y
cervicales. En nuestro estudio, los tipos de VPH de alto riesgo detectados
corresponden a VPH 45, 53, 56 y 70, ver tabla 12. La deteccidén temprana de estos
tipos virales es de gran relevancia, teniendo en cuenta que las mujeres quienes
presentan infecciones con los tipos de VPH de alto potencial oncogénico tienen
aproximadamente 100 veces mas riesgo de desarrollar CIN Il en comparacion con las
mujeres no infectadas (Molano et al., 2002; Medina et al., 2010). Esto se debe a que
posiblemente en los tipos de VPH de alto riesgo, es mas factible la integracién del
ADN viral al ADN del hospedero, ocasionando alteraciones en el ciclo celular, a través
de la interferencia de las ciclinas y cdks y a través de la inactivacion de genes
supresores de tumores como p53 y pRB, generando inestabilidad genética y
favoreciendo la progresion de lesiones preinvasivas y el mantenimiento del fenotipo
maligno, ademas es posible que los tipos de VPH de alto riesgo puedan inducir
tumores malignos aun cuando su carga viral es baja (Burd, 2003; Ding et al., 2010).
Por otro lado, se considera que la respuesta inmune frente a estos tipos virales es mas
débil debido a la alta diversidad intratipica que poseen, que hace que puedan eludir
con mayor facilidad la vigilancia inmunolégica (Mufioz et al., 2004).

De los tipos de VPH de alto riesgo detectados cabe destacar la importancia del tipo
VPH 56 reportado como uno de los mas frecuentes en todo el pais y VPH 45,
reportado como uno de los principales agentes etiologicos del cancer cervical en
mujeres jovenes, ademas este tipo viral junto con VPH 18, con el cual se encuentra
filogenéticamente muy relacionado, estdn implicados en el desarrollo de
adenocarcinomas (Murillo et al., 2009; Arias et al., 2010; Correnti et al., 2011).

En general, tener conocimiento de que los tipos de VPH 11, 45, 53, 54, 55, 56, 70 y 84
se encuentran entre las mujeres del municipio de Pasto, es de gran utilidad para la
prevencion de cancer de cérvix en esta region, ya que podria contribuir al disefio de
vacunas y protocolos de vacunacién orientados a prevenir principalmente la infeccion
de los tipos circundantes y evitar que eventualmente puedan ocasionar cancer de
cérvix, siendo mas eficiente su efecto en nuestra poblacion. Esto teniendo en cuenta
gue actualmente, las dos vacunas profilacticas autorizadas a nivel mundial, Gardasil®
(Merck & Co., Inc., Whitehouse Station, NJ, USA) y Cervarix® (GlaxoSmithKline
Biologicals, Wavre, Belgium) protegen contra los tipos 6, 11, 16 y 18, por ser
identificados como los mas frecuentes, pero su eficacia es menor con respecto a los
genotipos no incluidos en las vacunas. Ademas, algunos investigadores sugieren que
si estas vacunas son efectivas en el control de la infeccion por los tipos de VPH 6, 11,
16 y 18, es posible que los otros tipos virales circundantes que no son objetivo de la
vacuna puedan incrementar su prevalencia y potencial oncogénico, presentandose
nuevas infecciones aun en mujeres inmunizadas (Vanegas et al., 2008, Correnti et al.,
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2011; Weaver et al., 2011). Es por ello que es necesario continuar con este tipo de
estudios que complementen la presente investigacion para identificar los tipos virales
circundantes y caracterizar mejor la poblacién del municipio de Pasto y de esta
manera establecer las estrategias mas eficaces para el control y prevencion de la
infeccion por VPH.

4.3.2.2 Infecciones multiples por VPH

Entre el total de muestras positivas para VPH se evidencié un caso de infeccion
multiple con los tipos virales 11 y 55 (1/10 muestras, 10%). Este resultado es similar al
obtenido en un estudio realizado por Segovia y Mendoza en 2009 en el cual observé
1/14 (7%) muestras positivas para infeccién por mas de un tipo viral y similar a los
reportes de Sijvarger et al., en 2006, que indican la deteccién de un 11% de
infecciones multiples y difiere de otros estudios en los que se ha documentado
porcentajes mas altos, como el de Molano et al., en 2010 que reporta un 17.5% de
infecciones multiples y el estudio de Garcia et al., en 2011, que reporta 29.5% de este
tipo de infecciones. Estas variaciones encontradas en la frecuencia de infecciones
multiples por VPH, pueden ser consecuencia, por una parte de las diferencias de
sensibilidad y especificidad de las técnicas empleadas en la deteccion vy tipificacion
viral y por otro lado puede deberse a diferencias reales de la prevalencia de los tipos
virales circundantes en la poblacién de estudio y a factores de riesgo involucrados en
la transmision y persistencia de la infeccion por VPH propios de cada poblacién
(Molano et al., 2002; Murillo et al., 2009; Garcia et al., 2010).

La presencia de infecciones multiples puede estar relacionada con el hecho de que
diferentes tipos de VPH comparten la misma via de trasmisién y que por tanto pueden
ser trasmitidos simultdneamente o que la infeccion por un tipo viral facilite la
adquisicion de otro, sin embargo, adn no hay claridad respecto al mecanismo bioldgico
involucrado en la presencia de las infecciones multiples (Thomas et al., 2000; Segovia
y Mendoza 2009; Weaver et al., 2011). Asi mismo, las implicaciones clinicas de la
infeccion por mas de un tipo viral tampoco estan bien definidas, algunos estudios
sugieren que las mujeres que presentan infecciones multiples de VPH poseen mayor
riesgo de desarrollar lesiones escamosas intraepiteliales, pero no esta claro si esto se
debe a la susceptibilidad del hospedero, reflejando una mayor tolerancia inmunolégica
a la infeccion por VPH, la interaccion entre los virus o la probabilidad de progresion
independiente en cada tipo viral (Burd, 2003; Cafadas et al., 2006; Lépez y Aristizabal
2006).

Por otro lado, de acuerdo con algunos estudios evolutivos, en la infeccion por mas de
un tipo de VPH, debe existir cierto tipo de competencia mediada por la seleccion de
ciertos genotipos y la regulacion de su representacion cuantitativa, esta seleccion debe
estar basada en la adaptacién al ambiente o a la habilidad de producir progenie. Es
por ello que se cree que si dos 0 mas genotipos de VPH estan presentes, es posible
gue uno de los tipos virales prevalezca méas que los otros, en especial los tipos de alto
riesgo oncogénico y que por tanto los tipos virales que se encuentren con un menor
namero de copias no puedan ser detectados, existiendo variaciones en los reportes
correspondientes con la prevalencia de las infecciones mdltiples a nivel mundial (Van
Doorn et al., 2006; Mas et al., 2010).
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4.4 Analisis de concordancia entre los resultados del diagndstico citoldgico y la
detecciéon molecular de VPH.

El analisis de concordancia entre los resultados obtenidos mediante Reverse Line Blot
y citologia cervicouterina convencional, mostré un valor estadistico Kappa de -0.040,
lo cual indica que no hay concordancia entre estas dos técnicas, sin embargo el p -
valor obtenido fue de 0.587, por lo cual se infiere que los resultados no fueron
estadisticamente significativos para determinar esta concordancia, esto posiblemente
se deba a que el nimero de resultados positivos fue muy bajo, impidiendo concluir
adecuadamente este analisis. Es de considerar que las pacientes incluidas en el
estudio, no tenian ningln antecedente de lesiones escamosas intraepiteliales y/o
infeccion por VPH, de manera, que aunque el nimero de resultados positivos no sean
estadisticamente significativos, tienen una gran relevancia a nivel clinico. En la tabla
13 se presenta el nimero de muestras positivas y negativas para las dos técnicas.

Tabla 13. Tabla de contingencia RLB-citologia
Citologia

Negativo  Positivo Total

Negativo 135 4 139

RLB positivo 10 0 10
Total 145 4 149

Fuente: Esta investigacion

De las pacientes en estudio, el 6.7% (10/149) fueron VPH positivas con resultado
negativo para lesién escamosa intraepitelial por citologia. Este porcentaje es menor al
reportado en estudios previos como el de Jacobs et al., en el 2000 donde se detectd
VPH en el 78% de muestras con citologias negativas. Reigosa et al., en 2004 reportd
en una poblacion de mujeres con citologia normal un 34.5% de infeccion por VPH.
CONASIDA en 2007 documento la deteccién de VPH en el 40% de casos sin lesion
histolégica.

La deteccion de VPH en pacientes con resultado citolégico negativo puede atribuirse a
gue entre las mujeres que adquieren algun tipo de VPH, cerca del 40% pueden
presentar infecciones subclinicas, principalmente en la etapa inicial de la infeccion,
cuando ocurre el periodo de incubacion del virus y durante el cual la mayoria de
mujeres no desarrollan cambios morfolégicos relacionados con el tipo viral adquirido
(Reigosa et al., 2004; Lopez y Aristizabal 2006; Castellsagué et al., 2008). La ausencia
de estos cambios morfolégicos puede deberse a que el VPH se encuentre en fase
latente, en la cual la replicacién viral no es productiva y el virus se establece con un
namero de copias reducido (30-50 copias por célula infectada), en forma
extracromosomal, usando la maquinaria de replicacion del ADN del hospedero para
sintetizar su ADN una vez por ciclo celular. En este proceso ademas, esta involucrada
la expresion de los genes E1 y E2, que facilitan la segregacion correcta de los
genomas durante la divisiobn celular, en tanto que los genes E6 y E7 no son
expresados. Durante esta etapa el virus se distribuye a grandes zonas del epitelio sin
gue ocurran manifestaciones clinicas ni histolégicas y se mantiene un nimero de
copias bajo, impidiendo la activacién de la respuesta inmune (Burd, 2003; Consuegra
et al., 2004; Doorbar, 2005; Rivera et al., 2006). Las mujeres que presentan este tipo
de infecciones asintomaticas, constituyen importantes reservorios del virus por
periodos variables de tiempo y pueden trasmitirlo, aun sin saberlo a otros individuos
(Cruz y Bosques 2005).
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Estos resultados también pueden estar relacionados con algunas limitaciones de la
citologia que en algunos casos no permite identificar la presencia de lesiones
escamosas intraepiteliales. De acuerdo con los reportes presentados en el Plan
Nacional para el control de cancer en Colombia, un estudio realizado en cuatro
departamentos del pais mostré que el 49% de las citologias eran falsos negativos,
siendo esta la mas grande restriccion de esta prueba. Asi mismo, un reciente meta-
analisis mostr6 que la sensibilidad promedio de la citologia cervicouterina para
detectar una neoplasia intraepitelial cervical o un cancer de cuello uterino era de 51%
y su especificidad promedio era de 98% (Alonso et al., 2005). Los diagndsticos falsos
negativos de la citologia son atribuibles por una parte a errores en la interpretacion de
los frotis, considerando que cada lamina contiene de 50.000 a 300.000 células que
deben ser analizadas y por otra a una inadecuada toma de muestra o inadecuada
preparacion de ella (Burd, 2003). En concordancia con estos casos, la utilizacion de
métodos moleculares permite incrementar la sensibilidad de deteccion de infeccién por
VPH, en nuestro estudio en particular, la técnica empleada RLB ha sido reportada
como un método con alta sensibilidad y reproducibilidad (Melo et al., 2003; Roa et al.,
2009).

En las pacientes en quienes se detectd el VPH, la infeccion puede progresar a una
expresion activa, con el efecto citopatico viral concomitante, dependiendo de la
interaccion entre el virus y las células del hospedero, interacciéon que involucra al tipo
de cepa infectante, la persistencia de la infeccién con un incremento en el nimero de
copias virales, la continua expresion de determinados genes virales, la presencia de
factores de riesgo y la respuesta inmune del hospedero (Ruiz et al.,, 2008). Se ha
sugerido que para que ocurra el desarrollo de lesiones intraepiteliales y posterior
cancer invasor, es necesaria la integracion del genoma viral al genoma celular, con la
sobreexpresion de las oncoproteinas E6 y E7, que incrementan la proliferacion celular
no controlada con una mayor carga de mutaciones y favorecen la inhabilidad para
reparar mutaciones en el ADN de las células del hospedero, evidenciandose una
morfologia displasica (Consuegra et al., 2004; Lopez y Aristizdbal 2006; Garcia J. et
al., 2010; Sarid et al., 2011).

En las pacientes en las que se detecto el VPH, también puede ocurrir una regresion
espontanea de la infeccién, mediada por la accion de anticuerpos neutralizadores
contra el VPH como resultado de un sistema inmunoldgico competente, formando una
barrera protectora que evite el desarrollo de neoplasias intraepiteliales cervicales. Por
esta razon las mujeres con deficiencias inmunoldgicas son mas susceptibles a
presentar infecciones persistentes y a desarrollar lesiones pre-neoplasicas y
neoplasicas. También es posible que las mujeres en quienes se resuelva la infeccién
por VPH, adquieran cierto grado de proteccién con respecto a reinfecciones con el
mismo tipo viral, sin embargo aun hace falta profundizar en el estudio de la respuesta
inmune del hospedero frente a la infeccién por el VPH (Reigosa et al., 2004; Molijn et
al., 2005; Doorbar, 2005; Castellsagué et al., 2008).

Por otra parte, en el 2.7% (4/149) de las pacientes en estudio, que fueron
diagnosticadas con NIC | (2/149) y ASCUS (2/149) en el examen citolégico, no se
detect6 VPH. Resultados similares han sido reportados en estudios previos, entre los
gue se evidencia una gran variacion en los porcentajes de deteccion de ADN de VPH
en este tipo de lesiones, Zuna et al., en 2005 encontré que cerca del 2 — 11% de
mujeres con lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado eran VPH negativas,
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asi mismo Castellsagué et al., en 2008 reporté que este virus no fue detectado en 50-
80% de LIEBG y en 50% de ASCUS y Farfan et al., en 2010 encontré que 70.5% de
pacientes diagnosticadas con lesiones ASCUS o LIEBG en su citologia fueron
negativas para VPH. Estas variaciones en el porcentaje de VPH detectado en las
lesiones escamosas intraepiteliales, posiblemente se deban a la calidad de la muestra,
las técnicas moleculares empleadas, el numero de mujeres incluidas y las
caracteristicas de la poblacion de estudio (ALTS group, 2000). Asi mismo las
variaciones en la positividad para el VPH en pacientes con diagnéstico de ASCUS o
NIC I, pueden variar debido a diferencias en la definicién de las lesiones, Zuna et al.,
en 2005 en un estudio realizado con 2371 pacientes, reportaron que el porcentaje mas
bajo de mujeres con LIEBG y VPH negativas se observdO en las mujeres
diagnosticadas con LIEBG a partir de la interpretacion consenso de cuatro patélogos
diferentes y este porcentaje se incrementd teniendo en cuenta la lectura citolégica
individual de cada patologo.

Cabe resaltar que en las mujeres incluidas en este estudio no se encontré ninglin caso
con LIEAG o cancer cervical, en las cuales, de acuerdo con la literatura, se ha
detectado la presencia de VPH en el 99-100% de las mujeres diagnosticadas
(Walboomers et al., 1999; Castellsagué y Mufioz 2003; Molano et al., 2010).

Las posibles explicaciones para este resultado, que incluye pacientes diagnosticadas
en el examen citolégico con anormalidad en las células epiteliales y en las que no se
detect6 VPH mediante la técnica de RLB, pueden estar relacionados, con el porcentaje
de regresion que presentan las infecciones por VPH, que es mayor de 55% y que pudo
ocurrir antes de la resolucién de los cambios morfolégicos. El proceso de regresion
esta mediado por una respuesta de células T citotoxicas contra el VPH, sugiriendo un
sistema inmune competente (Mogollén, 2004; Reigosa et al., 2004; Dane et al., 2009).
También existen hipo6tesis que sustentan que en algunos casos especiales, los genes
celulares involucrados en la carcinogénesis atribuida al VPH, podrian inducir de forma
espontanea, mutaciones que conlleven al desarrollo de lesiones pre-cancerosas y
cancer aun sin estar presente el virus (Cruz y Bosques 2005).

Estos resultados también podrian atribuirse a la subjetividad de la interpretacion
citolégica y/o a una clasificacion incorrecta de los cambios observados no relacionados
con la infecciéon. Algunas investigaciones indican que numerosos cambios benignos y
reactivos como atipia de células escamosas, cambios inflamatorios, atrofias, cambios
regenerativos, presencia de glicégeno intracitoplasmico causada por el consumo de
anticonceptivos orales o terapias hormonales y la deficiencia de acido folico, pueden
confundirse con los coilocitos asociados a la infecciéon por VPH y conllevar al
diagnostico de estos pseudocoilocitos como lesiones intraepiteliales (ALTS group,
2000; Wentzensen et al., 2009). El porcentaje de falsos positivos en la deteccion de
las lesiones intraepiteliales de bajo grado, depende de las variaciones en las
definiciones citolégicas y las diferencias en la interpretacion de las placas citologicas
por los diferentes grupos de patdlogos (Zuna et al., 2005).

La falta de concordancia de estos resultados también es posible debido a errores
relacionados con la técnica molecular empleada, ya que incluso pruebas altamente
sensibles en la deteccién del VPH, no lo son en un 100%. Reigosa et al., en 2004
reporta que las pocas fallas de los métodos moleculares pueden deberse a que
durante el almacenamiento del producto amplificado puede romperse el ADN viral. Por
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otra parte, cabe la posibilidad de que estas infecciones sean consecuencia de tipos de
VPH que no son detectados por la técnica empleada, ya sea porque no tiene las
sondas correspondientes del tipo viral o por un bajo nimero de copias que no
alcanzan a ser detectadas en la muestra (Schneider et al., 2000; Molijn et al., 2005;
Zuna et al., 2005; Molano et al., 2010). Asi mismo, es posible que no se pudiera
detectar la infeccion por VPH en estas pacientes, debido a interrupciones o deleciones
en el ADN del virus a la altura del ORF L1, que es la region hacia la cual estan
dirigidos los iniciadores empleados GP5+/GP6+, estas interrupciones pueden ocurrir
cuando hay integracion viral al genoma celular del hospedero, casos en los cuales
resulta mas util emplear iniciadores dirigidos hacia la region E7. Estudio previos
sugieren que el VPH 18 tiene un alto porcentaje de integracion y que por esta razén es
detectado con mas frecuencia en los carcinomas de cuello uterino cuando se emplea
iniciadores dirigidos hacia la region E7, pero no es detectable con analisis de L1. No
obstante para inferir este tipo de analisis es necesario realizar estudios de integracion
(Molano et al., 2010).

Por otro lado, el valor predictivo negativo calculado para la técnica empleada RLB fue
de 97.1%, similar al reportado en literatura para los métodos basados en PCR para la
deteccion de VPH, que es mayor a 95%. Teniendo en cuenta que este es un valor
altamente significativo, se puede considerar que las mujeres con diagnostico citoldgico
de NIC y negativas para VPH tienen un riesgo reducido de persistencia o progresion
de estas lesiones (Segovia y Mendoza 2009).

En este contexto, se puede inferir que para realizar un mejor andlisis de los cambios
morfolégicos de las lesiones preinvasoras, infecciones subclinicas y el estudio del
potencial oncogénico de los tipos de VPH en la poblacion, resulta de gran utilidad
utilizar conjuntamente técnicas de biologia molecular, sensibles y especificas para la
deteccion vy tipificacion de VPH, con las clasicas de exploracién ginecolégica (Cafadas
et al.,, 2006; Sanchez et al.,, 2008; Twu et al., 2011), de tal manera que se pueda
realizar un diagndstico certero, orientar de forma adecuada el manejo clinico de las
pacientes, aumentar la eficacia en la deteccion temprana de las lesiones escamosas
intraepiteliales y contribuir a resolver casos con falta de concordancia citoldgica
(Segovia y Mendoza 2009). Ademas, es importante tener en cuenta, que la misma
muestra tomada para la lectura de la citologia, puede emplearse para la deteccion y
tipificacion molecular del VPH, sin necesidad de recurrir a procedimiento invasivos
como las biopsias y facilitando la inclusién de pacientes sanas en estudios orientados
a la deteccién temprana del cancer de cérvix.

4.5 Andlisis de los resultados de la deteccion molecular de VPH y las variables
poblacionales incluidas en el estudio.

A partir del andlisis bivariado, realizado con la informacion de las pacientes incluidas
en este estudio y los resultados de la deteccion molecular de VPH obtenidos, se
determindé que no hay interacciones estadisticamente significativas entre la presencia
de VPH y variables como la edad, infeccién por otros microorganismos, el nimero de
gestas, uso de anticonceptivos y cambios celulares reactivos asociados a inflamacion
(p-valor > 0.05), ver tabla 14. Estos resultados sugieren que ninguna de las variables
incluidas puede explicar o predecir la infeccién por VPH en la poblacion de estudio.
Estudios recientes refieren que los factores de riesgo para adquirir la infeccién por
VPH, estan relacionados principalmente con el comportamiento sexual, como es la
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edad de inicio de la vida sexual, alto nUmero de parejas sexuales a lo largo de la vida,
contacto sexual con individuos de alto riesgo, multiples compafieros sexuales de la
pareja y deficiencias del sistema inmune (Valdovinos 2008; Lizano et al., 2009).

Cabe resaltar que, aunque no se encontrd6 una asociacion estadisticamente
significativa entre las variables de estudio y la infeccion por VPH, es de gran
relevancia analizar algunos patrones observados entre los resultados. Ya que, una vez
adquirida la infeccion por el VPH, factores como la edad, la coinfeccion con otros
microorganismos, el nimero de embarazos, el uso de anticonceptivos y la inflamacién,
pueden incrementar el riesgo de desarrollar LIEAG y cancer de cuello uterino
(Castellsagué et al., 2008; Segovia et al., 2009; Garcia et al., 2010).

Tabla 14. Distribucién de frecuencias de VPH segun las variables sociodemogréficas y clinicas

c erist NG Mue_gtras o val
aracteristicas pacientes posgl:_/'as valor
Edad (afios)
18-27 49 3
28-37 48 6
38-47 41 0 0.187
48-57 19 1
> 58 3 0
Tipo de infeccién
Trichomonas vaginalis 1 0
Consistente con Candida ssp. 0
Flora sugestiva de vaginosis bacteriana 23 1
Bacterias compatibles con Actinomicetos ssp. 1 0
C_ambios celulares consistentes con virus Herpes > 0
simple 0.998
Consistente con Candida spp, Bacilo de Doderlein 0
Vaginosis bacteriana, Actinomicetos spp. 1 0
Otros microorganismos 11 1
Bacilo de Doderlein (Flora normal) 58 4
Sanas a7 4
Gestas
0 14 0
1-2 86 8 0.190
>3 49
Uso de anticonceptivos
Diu 15 3
Anovulatorios 17 0
Pomeroy 42 2 0.198
Otro 10 0
Ninguno 57 4
No sabe/no responde 8 1
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Cambios celulares reactivos asociados a

inflamacion
Leve 86 4
5
Moderada 48 0.245
Severa 5 1
No sabe 10 0

Fuente: Esta investigacion
4.5.1 Andlisis entre la edad y la infeccion por VPH

No se encontré6 una relacién de dependencia estadisticamente significativa entre la
infeccion por VPH y la edad de las pacientes (p-valor = 0.187), ver tabla 14, resultados
similares fueron obtenidos por Orozco et al., en 2010 que no encontré una asociacion
significativa entre estas dos variables. Sin embargo, cabe destacar que el 90% de los
casos ocurrieron en las mujeres entre 18 y 37 afios de edad, en particular en el rango
entre 28-37 afios. Esto concuerda con los reportes de literatura que indican que la
infeccion por VPH es mas frecuente en mujeres jovenes menores de 40 afios
(Sanchez et al., 2008; Sideri et al., 2011; Weaver et al., 2011). No obstante aunque
este patrén epidemioldgico es similar en todo el mundo, pueden existir diferencias
asociadas con los habitos comportamentales de cada region (Sijvarger et al., 2006).
Para el municipio de Pasto, el estudio realizado por Yépez et al., en 2007 en el que
reporta que el mayor niumero de casos de cancer de cuello uterino se presenta en
edades entre 35 a 39 afios, sugiere infeccion por VPH a temprana edad y posterior
progresion a cancer, con un indice de supervivencia de cinco afos.

La infeccién por VPH en mujeres jévenes puede explicarse debido a que el virus se
trasmite principalmente a través de las relaciones sexuales y en las primeras etapas
de la vida sexual hay una tendencia a tener mayor nimero de compafieros sexuales
sin proteccion (Sanchez et al., 2008). Ademas, la infecciébn por VPH en mujeres
jovenes puede estar relacionada con cambios activos en la zona de transicion o
transformacion, que son predominantes en etapas tempranas de la vida, donde
también la vida sexual es mas activa. La zona de transformacion es originada por la
migracion fisiolégica de la union escamocolumnar hacia el endocérvix, remplazando el
epitelio cilindrico por el epitelio plano estratificado, en donde la susceptibilidad al
riesgo de transformacién maligna/célula blanco es probablemente mayor que en
cualquier otro tejido sujeto al cancer. Por lo general, este proceso representa una
respuesta fisiolégica a las hormonas y a la exposicion del epitelio mucosecretor al
ambiente &cido de la vagina (Alonso et al., 2005; Cruz y Bosques 2005).

Por otra parte, en las mujeres que presentan una edad entre 38 y 47 afios, no se
detecto infeccidon por VPH, esto puede asociarse con el hecho que la presencia de
VPH disminuye con el paso de los afios, posiblemente debido a una baja exposicion al
virus relacionado con un comportamiento sexual mas estable o a la adquisicion de
inmunidad por infecciones previas (Mufioz et al., 2004; Reigosa et al., 2004).

En paises como Chile, Colombia, Costa Rica y México se ha observado un segundo
pico en la infeccion por VPH en mujeres peri y postmenopausicas (CONASIDA 2007;
Flores, 2009). La edad correspondiente a esta etapa puede variar entre cada mujer, en
México el segundo pico de infeccion por VPH fue observado en mujeres mayores de
45 afios, en Colombia se observé en mujeres mayores de 50 afios y en Costa Rica
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después de los 55 afios de edad (Mufioz et al., 2004; Alonso et al., 2005). En nuestro
estudio la frecuencia de infecciones por VPH en el grupo de mujeres de 48 a 57 afios
fue del 10%. El ligero incremento de infecciones por VPH en mujeres alrededor de los
50 afios, podria explicarse por la reactivacion de infecciones por VPH latentes o a una
mayor susceptibilidad a adquirir nuevas infecciones, esto debido a la disminucién de la
respuesta inmune, causada por cambios hormonales relacionados con la disminucion
de la funcién ovérica generada en la menopausia y/o por la susceptibilidad que
presenta el cuello uterino de que una infeccion por VPH alcance el tejido basal y
permanezca persistente, cuando el tejido escamocolumnar sufre metaplasia durante la
menarquia (Mufioz et al., 2004; Sierra et al.,, 2006). Estudios relacionados con el
sistema inmunolégico indican que en las personas mayores se produce una
disminucién en la circulaciéon de las células T maduras, como resultado de una
disminucion en la frecuencia de linfocitos CD8+, células T CD4+ productoras IL-2 y/o
una disminucion en la expresion de receptores de IL-2 (Molano et al., 2002)

4.5.2 Andlisis entre la infeccidn por otros microorganismos y la infeccion por VPH

En este estudio se encontré que no hay interacciones estadisticamente significativas
entre la infeccién con otros microorganismos y VPH (p-valor = 0.998), ver tabla 14.
Respecto a estos resultados se debe tener en cuenta que la frecuencia de las
infecciones detectadas a través del estudio citoldgico pudieran ser superiores a las
reportadas, debido a la baja sensibiidad de la citologia para detectar
microorganismos. Estudios previos han evidenciado que la sensibilidad para detectar
Céndida a través de la citologia fue de 31%, para vaginosis bacteriana de 57% y para
Trichomonas vaginales de 51%. Cabe resaltar que la citologia no detecta otras
infecciones de trasmision sexual que podrian presentar algun tipo de asociacion con la
infeccion por VPH, como por ejemplo el virus de inmunodeficiencia humana,
Chlamydia trachomatis y la sifilis (Alonso et al., 2005; Sousa et al., 2007).

En 10% (1/10) de las pacientes positivas para VPH se encontré coinfeccion con flora
sugestiva de vaginosis bacteriana. En investigaciones previas la vaginosis ha sido
asociada con una mayor susceptibilidad de la mujer a contraer enfermedades de
trasmision sexual, entre las que se encuentran Neisseria gonorrhoeae, VIH, HSV y
VPH. Watts et al., en 2005 reportaron la asociacion entre la vaginosis bacteriana y la
prevalencia e incidencia de la infeccién por VPH, pero no con la persistencia de la
infeccion viral y progresion de las lesiones escamosas intraepiteliales. Las mujeres con
vaginosis pueden ser mas susceptibles a la adquisicion de nuevas infecciones por
VPH o su reactivacion, debido a un aumento en la produccion de sialidasas, cambios
en la barrera mucosa cervical, disminucion de la produccién de H,O, causada por una
disminucion de los lactobacilos y cambios en la produccion de citosinas. Asi mismo las
mujeres que presentan infeccion por el VPH pueden favorecer cambios en el ambiente
vaginal que faciliten la infeccién por flora sugestiva de vaginosis bacteriana (Cruz y
Bosques 2005; Watts et al., 2005; Nyirjesy, 2008).

En otro 10% (1/10) de las pacientes positivas para VPH se encontrd coinfeccion con
otro microorganismo que no fue posible identificarlo morfolégicamente en la citologia,
razén por la cual no se puede realizar un andlisis preciso de su asociacion con la
infeccion por VPH.
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Por otra parte en 40% (4/10) de las mujeres que fueron positivas para VPH se
identifico la presencia del bacilo de Doderlein, resultado que se consider6 normal,
debido a que este microorganismo forma parte de la microbiota habitual del tracto
vaginal y su deteccidén en el examen citologico es frecuente. En este estudio, no se
cuenta con informaciéon correspondiente a la cantidad de bacilos de Doderlein
presentes, que en caso de ser mayor a lo establecido en los rangos normales, se
podria correlacionar con la respuesta inmune del hospedero frente a la infeccién por
agentes extrafios como el VPH. Esto teniendo en cuenta que uno de los mecanismos
de defensa naturales contra agresiones externas existentes en el cérvix es el
mantenimiento del equilibrio de la microbiota normal, proceso en el cual esta
involucrado el bacilo de Doderlein (Sanchez et al., 2008).

4.5.3 Andlisis entre paridad e infeccién por VPH

No se encontrd6 asociacion estadisticamente significativa entre el numero de
embarazos y la infeccion por VPH (p-valor = 0.190). Resultados similares fueron
obtenidos por Lazcano et al., en 2001, Burd, en 2003 y Mufioz et al., en 2004,
sugiriendo la posibilidad de que la asociacion observada entre la infeccion por VPH y
la multiparidad sea consecuencia del azar y no refleje eventos bioldgicos.

No obstante, es importante tener en cuenta que la infecciéon por VPH predominé en un
100% entre las mujeres que habian tenido por lo menos una gesta, de este porcentaje
el 80% corresponde a mujeres con 1 o 2 hijos y el 20% a mujeres con 3 0 mas hijos,
ver tabla 14. En publicaciones previas se ha establecido que las mujeres VPH
positivas con 2 o mas embarazos de término, tienen un riesgo 80% mayor de
presentar lesiones intraepiteliales que mujeres nuliparas o con menor nimero de hijos,
las mujeres con tres o cuatro partos tienen un riesgo 2.6 veces mas alto de aparicion
de céancer cervicouterino y las mujeres con siete partos 0 mas presentan un riesgo 3.8
veces mayor (Mufioz et al., 2002; Castellsagué y Mufioz, 2003; Cruz y Bosques 2005).
Pifieros et al., en 2007 realizaron un estudio en el departamento de Narifio en el que
encontré que 40.3% de las mujeres entre 25 y 49 afios de edad, con cancer de cuello
uterino tenian mas de 3 hijos nacidos vivos.

Las razones fisioloégicas que expliquen la asociacion entre la paridad elevada y la
infeccion por VPH y progresion a lesiones pre-neoplasicas y neoplasicas, ain no estan
claras. Algunos investigadores indican que no es el nimero de partos lo que
incrementa el riesgo de aparicion de neoplasias intraepiteliales, sino mas bien los
cambios nutricionales, los cambios hormonales, la depresion de la respuesta inmune y
la presencia de microtraumas que ocurren durante el embarazo, lo que facilita la
infeccion por VPH y posterior desarrollo de cancer de cérvix (Castellsagué y Mufioz,
2003; Reigosa et al.,, 2004; Sarduy, 2008). En este sentido, existen reportes que
asocian un incremento en la prevalencia y persistencia de la infeccion por VPH de alto
riesgo durante el embarazo en comparacion con el periodo postparto (Mufioz et al.,
2004).

Se considera que la eversion o ectropién de la zona de transformacion en el cuello
uterino, que ocurre durante el embarazo o la presencia de un epitelio erosionado que
puede presentarse tras los partos, pueden facilitar la adquisicion de infecciones por
VPH, esto teniendo en cuenta que las particulas infecciosas ingresan a las células
basales a través de aberturas del epitelio estratificado y tales aberturas pueden ocurrir
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en condiciones donde la piel presente alguna lesion o microtrauma (Doorbar, 2005).
Asi mismo, se cree que los cambios hormonales inducidos por el embarazo, que
incluyen incremento de los niveles de estrégenos y progesterona, deben modular la
respuesta inmune al VPH e influenciar el riesgo de persistencia o progresion de la
infeccion (Castellsagué y Mufioz, 2003; Reigosa et al., 2004). Ademas se ha
comprobado que durante la gestacion ocurre una disminucion de los niveles de folatos
en la sangre, los cuales junto con la vitamina B6, la vitamina B12 y la metionina se han
asociado con los procesos de metilacion del ADN, que a su vez se han asociado in
vitro con la perdida de la transcripcion viral en los fendbmenos de carcinogénesis
(Sarduy, 2008).

Por otro lado, se ha determinado que en aquellas mujeres menores de 16 afios y
embarazadas, el riesgo de adquirir una infeccion viral es mayor, debido a que tanto la
adolescencia como el embarazo son algunas de las etapas en las que se encuentra
mas activa la fase de transicion en el epitelio, haciéndolo mas vulnerable a las
lesiones. En mujeres adultas la probabilidad de traumas en la zona de transformacion
en el periodo postparto no es frecuente y la influencia de la multiparidad es
cuestionable. (Cruz y Bosques 2005; Sarduy, 2008).

4.5.4 Andlisis entre el uso de anticonceptivos y la infeccién por VPH

No se encontré una relacién de dependencia estadisticamente significativa entre el
uso de algun método anticonceptivo y la infeccion por VPH (p-valor = 0.198). De las
mujeres que presentaron infeccion viral, solo el 50% planifica, de este porcentaje el
20% se ha realizado la operacion de ligadura de trompas y el 30% usa como método
anticonceptivo el dispositivo intrauterino — DIU, ver tabla 14. Es posible que en las
pacientes que usan el DIU, el riesgo de infeccion por VPH haya sido mayor, debido a
gue la irritacién ocasionada por la presencia del dispositivo intrauterino, podria generar
un medio mas susceptible para la infeccion viral, sin embargo, ain no hay muchos
estudios que respalden esta asociacion (Alonso et al., 2005).

En la poblacion de estudio no se observd ningln caso en el que mujeres que usen
anticonceptivos orales fueran VPH positivas. De acuerdo con los reportes de la
literatura, el uso de anticonceptivos orales puede actuar como un cofactor en el
desarrollo de cancer de cuello uterino en mujeres VPH positivas, pero no hay
evidencias de que exista alguna relacidon con la adquisicién de la infeccién viral
(Moreno et al.,, 2002; Smith et al.,, 2003; Lépez y Lizano 2006). La tendencia a
relacionar un mayor riesgo de progresion de las lesiones pre-neoplasicas y
neoplasicas con el uso prolongado de anticonceptivos orales, se ha considerado en
base a estudios que indican que el genoma del VPH contiene un segmento de
reconocimiento hormonal, que podria ocasionar una interaccion entre los
anticonceptivos orales y el virus y a los reportes que sugieren que las hormonas con
receptores especificos para estrdgenos y progesterona en el epitelio escamoso,
pueden promover la integracion del ADN viral al genoma celular del hospedero y la
posterior expresion de sus oncogenes, ocasionando la progresion de las lesiones
escamosas intraepiteliales (Molano et al., 2005; Sarduy, 2008).

De acuerdo con los resultados obtenidos en estudios multicentricos, el uso de

anticonceptivos orales por menos de cuatro afios no presenta relacion con el
desarrollo de cancer de cuello uterino en mujeres portadoras de VPH, pero en las
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mujeres que los han utilizado por mas de cinco afios el riesgo de progresion a cancer
invasivo puede ser hasta cuatro veces mayor y el de cancer in situ 3 veces mayor
(Castellsagué y Muiioz, 2003; Ortiz et al., 2004; Sarduy, 2008). Cabe resaltar que en
esta investigacion no se cuenta con informacion correspondiente con el tiempo de
consumo de los anticonceptivos orales, que permita realizar un analisis mas profundo
de la asociacion con la infeccién por VPH.

4.5.5 Analisis entre cambios celulares reactivos asociados a la inflamacion y la
infeccion por VPH

En relacion a la presencia de inflamacion, se encontr6 que el 50% de las pacientes
con VPH, presentaron inflamacién moderada, el 40% inflamacion leve y el 10%
inflamacion severa, ver tabla 14. En este estudio no se encontré una relacion de
dependencia estadisticamente significativa entre la gravedad de la inflamacion y la
deteccion de VPH (valor-p = 0.245), sugiriendo que el estado de este diagndstico no
permite predecir infecciones por el VPH, no obstante es de gran relevancia que todas
las mujeres VPH positivas hayan presentado algun grado de inflamacién, ya que en
estudios previos se ha reportado que las mujeres con inflamaciones cervicales y que
presentan VPH, tienen una tendencia significativamente positiva de presentar
infecciones persistentes y tienen dos veces mas riesgo de progresar a LIEAG (Castle
et al.,, 2001). Duarte et al., en 2004 reportd6 que el 48.1% de las pacientes que
presentaron citologia inflamatoria severa también tenian lesion intraepitelial de bajo
riesgo y encontraron tres casos de mujeres con inflamacion severa y LIEAG.

La relacién entre las lesiones intraepiteliales y la presencia de inflamaciones pueden
atribuirse a que la inflamacién puede actuar como un factor de riesgo que favorece las
condiciones necesarias para que la infeccién por VPH progrese a lesiones malignas,
esto debido a que puede contribuir a un incremento en la produccién de especies
reactivas de oxigeno y a una disminucion de la respuesta inmune (Castle y Giuliano
2003).

Por otra parte, también se ha reportado que una cuarta parte de los casos con
cambios citolégicos de regeneracion, incluidos dentro de los cambios reactivos
asociados a inflamacién, pueden estar relacionados con lesiones intraepiteliales del
cuello uterino y que con frecuencia estos cambios morfolégicos se diagnostican como
ASCUS (Alonso et al., 2005).

64



CONCLUSIONES

El presente estudio indica la presencia de infeccion por VPH en mujeres con citologia
normal en el municipio de Pasto.

Los genotipos de alto riesgo encontrados en este estudio corresponden a VPH 45, 53,
56y 70, y los tipos de bajo riesgo encontrados corresponden a VPH 11, 54, 55y 84.

Los resultados obtenidos indican la presencia de un mayor porcentaje de tipos virales
de alto riesgo 54.6% que de tipos virales de bajo riesgo 45.4%.

En el presente estudio se encontré6 que la edad, la infeccion por otros
microorganismos, el nimero de gestas, el uso de anticonceptivos y los cambios
celulares reactivos asociados a inflamacion, no constituyeron factores determinantes
gue permitan explicar o predecir la infeccién por VPH en mujeres sanas.

La infeccién por VPH fue méas frecuente en mujeres menores de 37 afios, con al
menos una gesta previa y con algun grado de inflamacion en el cérvix.

Los resultados muestran que la deteccion y tipificacion molecular de VPH permite
identificar un grupo mayor de mujeres en riesgo de desarrollar cancer cervical en
comparacion con el examen citologico, sugiriendo que los métodos moleculares
pueden constituirse en un complemento a los programas convencionales de tamizaje
del cancer cervicouterino y en conjunto garantizar una deteccidn temprana y eficiente
de la infeccion por VPH.

La presente investigacion confirma la presencia de VPH de alto y bajo riesgo
oncogénico, en mujeres del municipio de Pasto con resultados de citologia normal, lo
cual sugiere la necesidad de implementar métodos de diagndstico y deteccion
molecular en la poblacion, con el fin de detectar tempranamente un mayor nimero de
casos de infeccion por VPH que pueden pasar desapercibidos con los métodos
convencionales.
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RECOMENDACIONES

Con base a los resultados obtenidos en el presente estudio, se propone realizar un
seguimiento a las pacientes VPH positivas, por parte de la entidad de salud, con
especial atencion en las pacientes en las que detectd infeccion por tipos de VPH de
alto riesgo oncogénico, con el propésito de prevenir a tiempo la progresion de lesiones
pre-neoplasicas, neoplasicas y cancer de cérvix.

Continuar con este tipo de estudios, haciéndolo extensivo a un mayor ndmero de
mujeres del municipio de Pasto y de Narifio, con el fin de determinar los tipos
circundantes en la region y determinar los factores de riesgo asociados.

En posteriores estudios relacionados con la deteccion vy tipificacion del VPH, incluir
pacientes con lesiones intraepiteliales escamosas de bajo y alto grado y cancer de
cuello uterino, con el fin de realizar un mejor andlisis de correlacion entre la infeccion
por VPH y el desarrollo de CCU.

En estudios futuros incluir otras técnicas de biologia molecular para detectar y tipificar
el VPH, que utilicen iniciadores no solo dirigidos a la region L1 sino también a la region
E6/E7.

En futuras investigaciones seria de gran utilidad tener en cuenta otros factores
asociados a la infeccion por VPH como: carga viral, estado de integracion, edad de
inicio de las relaciones sexuales, nimero de parejas sexuales a lo largo de la vida,
numero de compafieros sexuales de la pareja, estado del sistema inmune y estrato
socioecondémico, para precisar un analisis epidemioldgico mas robusto de la poblacion
de estudio.

Las estrategias de manejo y control del cancer de cuello uterino deben orientarse
hacia la introduccién de protocolos de vacunacién que incluyan un amplio espectro de
genotipos de VPH, en especial los identificados dentro de la poblacion, con el fin de
prevenir la infeccion por estos tipos virales de manera oportuna.
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ANEXOS

Anexo A. Consentimiento informado para participar en la investigacién

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA POE: No
PARTICIPAR EN LA INVESTIGACION 1
Elaborado por: Claudia Sanchez, Karen Sudrez y Pag 1
Milena Guerrero F.

“Marcadores Moleculares y Epidemioldgicos en la Infeccién por VPH en Mujeres Sisbenizadas
de los Estratos 1, 2 y 3 del Municipio de Pasto”

El presente estudio incluird Mujeres Sisbenizadas y carnetizadas de los estratos 1, 2 y 3 del
Municipio de Pasto, en edad reproductiva entre los 18 y 60 afios de edad, activas y no activas
sexualmente, no histerectomizadas y que no presenten carcinoma cervical.

Informacién del estudio: El VPH o Virus del Papiloma Humano, es considerado uno de los
patégenos mds comunes transmitidos sexualmente y es el principal agente causal del Cancer
Cérvico Uterino. EI CCU es un tumor maligno que afecta la parte inferior del dtero o matriz.
Esta dolencia afecta a cerca de medio millén de mujeres en el mundo cada afio y mata una
mujer cada dos minutos. En el Municipio de Pasto, segun el Registro Poblacional de Cancer,
durante el periodo 1.998 — 2002, el cancer de cuello uterino ostenta una de las mds altas tasas
de incidencia.

Actualmente, la mortalidad por cancer de cuello uterino se concentra en la poblaciéon no
asegurada y en zonas de escaso desarrollo social y econdmico. Esto se debe entre otras
razones, a la poca eficacia de las metodologias de deteccidon empleadas, el bajo impacto de las
medidas de prevencion y control para infecciones como VPH y en particular a la falta de
informacién en las mujeres consideradas en alto riesgo.

Teniendo en cuenta lo anterior y a fin de dirigir alternativas destinadas al control de la
infeccidn y subsecuente enfermedad, la presente investigacion plantea estudiar la asociacién
entre la presencia y el tipo de VPH, algunos indicadores epidemioldgicos y el potencial
desarrollo de cancer de cuello uterino en mujeres sisbenizadas y carnetizadas de los estratos
1,2 y 3 del Municipio de Pasto.

Entre los resultados esperados: se podrd analizar la informacion poblacional junto con la
molecular para explicar la infeccion por VPH, caracterizar la poblacién de riesgo en el
municipio de Pasto para la infeccidon por VPH y posterior desarrollo de CCU, la implementacién
de una metodologia molecular para la deteccién de VPH y generar recomendaciones a los
entes encargados de vigilancia y control para el manejo de las pacientes en riesgo de
desarrollar CCU en Pasto.

77




CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA POE: No
PARTICIPAR EN LA INVESTIGACION 1

Elaborado por: Claudia Sdnchez, Karen Pag2
Sudrez y Milena Guerrero F.

*Si usted decide participar en el estudio se le tomard una muestra de cepillado cervical. Para la
toma de la muestra se contara con personal debidamente capacitado, asi mismo se utilizaran
materiales estériles bajo las condiciones de bioseguridad establecidas para éste tipo de
procedimientos, de tal forma que el riesgo de afectar su salud es minimo.

La participacion en el estudio es voluntaria y el beneficio que recibird estd representado en la
entrega de los resultados de las pruebas individualmente, guardando la confidencialidad de los
resultados. La privacidad de la participacion sera protegida y los resultados seran publicados
sin identificacion. Si es su deseo podra retirarse en cualquier momento del estudio.

Si durante la ejecucién de éste proyecto apareciera informacién relevante sobre el tema del
estudio, los responsables del proyecto estaran en disposicidon de ofrecerla a través de medios
de comunicacién en la Universidad de Narifio Sede Pasto. La participante no cancelard el valor
de las pruebas, este costo serd asumido por el régimen de aseguramiento al cual estd
vinculada la paciente.

Si usted decide participar, firmara éste consentimiento haciendo constar que recibié la
informacién correspondiente y que se resolvieron todas las preguntas por lo cual acepta
participar en el estudio, ademas autoriza para que los datos puedan ser utilizados en otros
estudios y las muestras procesadas para otros proyectos.

Responsables del manejo de muestras e informacién incluida al estudio:

Milena Guerrero F.: MsC. Microbiologia. Universidad de Narifio

Cristina Santacruz M.: MD. Pasto Salud-ESE

Karen Suarez: Estudiante de Biologia. Universidad de Narifio

Claudia Andrea Sanchez: Estudiante de Biologia. Universidad de Narifio
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POE: No

CARTA DE CONSENTIMIENTO 1
INFORMADO
Elaborado por: Claudia Sanchez, Karen Pag 3

Suarez y Milena Guerrero F.

Yo, , identificada con c.c. de

, lei este documento, comprendi que es un estudio sobre la Asociacion entre la
presencia y el tipo de VPH con los marcadores moleculares y epidemioldgicos y las lesiones en
el cuello uterino, que mi participacién consiste en donar una muestra de cepillado cervical, y
contestar un cuestionario relacionado con mi historia clinica. Comprendi que los resultados de
mis exdmenes me serdn entregados y en caso necesario el médico me remitira a la IPS donde
estoy afiliada. Entiendo que los costos de la consulta médica y de la citologia serdan asumidos
por mi IPS. Manifiesto que estoy de acuerdo en que los resultados de esta investigacién sean
publicados guardando confidencialidad sobre mi identidad. Declaro que todas las preguntas
que hice fueron contestadas y estoy de acuerdo en participar de manera voluntaria en el
estudio y puedo retirarme en cualquier momento si es mi voluntad.

Firma de la participante Fecha
Testigo Fecha
Testigo Fecha

Esta parte debe ser completada por el Investigador (o su representante):

He explicado a la Sra. , la naturaleza y los propdsitos de la
investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion.
He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna
duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar
investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesién de preguntas y respuestas, se procedié a firmar el presente
documento.

Firma del investigador Fecha
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CARTA DE REVOCACION DEL POE: No
CONSENTIMIENTO 1

Elaborado por: Claudia Sanchez, Karen Pag4
Sudrez y Milena Guerrero F.

Investigador principal:

Sede donde se realizara el estudio:

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decision de retirarme de esta investigacién por las
siguientes razones: (opcional)

Firma del participante Fecha
Testigo Fecha
Testigo Fecha
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Anexo B. Anamnesis y formato de resultados de la citologia
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Anexo C. Alineamiento iniciador GP6+

Human papillomavirus type 35 isolate
QV31639, complete genome

Length=7908

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus

GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

ERIRRIIR RN
Sbjct 6723 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 6702

Query 1

Human papillomavirus type 35 isolate
QV29782, complete genome

Length=7908

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus

GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

BRI IR NIRRT
Sbjct 6723 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 6702

Query 1

Human papillomavirus type 16 isolate Mac-339
major capsid protein. (L1) gene, complete cds
Length=207

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query1 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

RINIR IR RN R
Sbjct 47 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 26

Human papillomavirus type 16 isolate Mac-284
major capsid protein (L1) gene, complete cds
Length=211

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 1 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

RINIRIE NIRRT
Sbjct 47 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 26

Human papillomavirus type 16 isolate
MI_91_03 L1 protein gene, partial cds
Length=1318

83

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus

GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

RN IR NIRRT
Sbjct1060 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 1039

Query 1

Human papillomavirus type 16 isolate

MI_598_09 L1 protein gene, partial cds
gb|JF728162.1| Human papillomavirus type 16
isolate MI_771_02 L1 protein gene, partial cds
gb|JF728169.1] Human papillomavirus type 16
isolate MI_494_05 L1 protein gene, partial cds
gb|JF728171.1| Human papillomavirus type 16
isolate MI_34_10 L1 protein gene, partial cds
gb|JF728172.1| Human papillomavirus type 16
isolate MI_368_08 L1 protein gene, partial cds
Length=1318

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus

GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

RN RN RNy
Sbjct 1060 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 1039

Query 1

Human papillomavirus type 16 isolate
MI_479_07 L1 protein gene, partial cds

Human papillomavirus type 16 isolate
MI_2024_10 L1 protein gene, partial cds
Human papillomavirus type 16 isolate
MI_1049_09 L1 protein gene, partial cds
Length=1318

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Queryl GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

BRI RN Ry
Sbjct 1060 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 1039

Human papillomavirus isolate B32-gp major
capsid protein L1 (L1) gene, partial cds
Length=147

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus



Queryl GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

RN NN NIRRT
Sbjct 142 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 121

Human papillomavirus isolate B26-GP major
capsid protein L1 (L1) gene, partial cds
Length=144

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query1l GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

RN R RN Ry
Sbjct 139 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 118

Human papillomavirus isolate B14-GP major
capsid protein L1 (L1) gene, partial cds
Length=147

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query1 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

RN R RN Ry
Sbjct 142 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 121

Human papillomavirus isolate B4-GP major
capsid protein L1 (L1) gene, partial cds
Length=143

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus

GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

BRI RN IR RN Ry
Shjct 142 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 121

Query 1

Human papillomavirus type 45 isolate GR4 L1
capsid protein gene,

Length=365

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006

Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 1 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22
REIRIRINARIRIRINARINY

Shjct 172 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 151

Human papillomavirus type 45 isolate GR3 L1

capsid protein gene, partial cds
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Length=365

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query1l GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

RN IR NIRRT
Sbjct 172 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 151

Human papillomavirus type 16 isolate GR9 L1
capsid protein gene, partial cds Length=381

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query1l GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

RIRIRIRIRINIRIR IR
Sbjct 177 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 156

Human papillomavirus type 16 isolate GR1 L1
capsid protein gene, partial cds
Length=381

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query1l GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

RINIR NIRRT
Sbjct 177 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 156

Human papillomavirus type 16 strain 86C L1
protein (L1) gene, partial cds
Length=335

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 1 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

RN RN RN R
Sbjct 71 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 50

Human papillomavirus type 16 strain 42C L1
protein (L1) gene, partial cds
Length=335

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus



Query 1 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

RN NIRRT
Shjct 71 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 50

Human papillomavirus type 16 strain 21C L1
protein (L1) gene, partial cds

Human papillomavirus type 16 strain 29C L1
protein (L1) gene, partial cds

Length=335

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 1 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

RN RN NIRRT
Sbjct 71 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 50

Human papillomavirus type 16 strain 07C L1
protein (L1) gene, partial cds

Human papillomavirus type 16 strain 17C L1
protein (L1) gene, partial cds

Human papillomavirus type 16 strain 19C L1
protein (L1) gene, partial cds

Length=335

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 1 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

ERIRIR NIRRT
Sbjct 71 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 50

Human papillomavirus type 16 isolate
Amazonian, complete genome
Length=7915

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus

GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

RN NIRRTy
Sbjct 6752 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 6731

Query 1

Human papillomavirus type 16 isolate NC73-
H16 major capsid protein L1 (L1) gene, partial
cds

Length=144

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006

Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
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Strand=Plus/Plus

Query 1 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

RN RN NIRRT
Sbjct 48 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 69

Human papillomavirus type 16 isolate A42-H16
major capsid protein L1 (L1) gene, partial cds
Length=151

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

RN RN NIRRT
Sbjct 55 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 76

Human papillomavirus type 6 isolate Ir-RRP33
L1 protein (L1) gene, partial cds

Length=139

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006

Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query1 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

BRI RN RN n Y
Sbjct 139 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 118

Human papillomavirus type 11 isolate Ir-RRP32
L1 protein (L1) gene, partial cds
Length=139

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query1 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

IR RN RN RNy
Sbjct 139 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 118

Human papillomavirus type 6 isolate Ir-RRP31
L1 protein (L1) gene, partial cds
Length=139

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query1 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 22

RN RIR IR R IRy
Sbjct 139 GAAAAATAAACTGTAAATCATA 118



Anexo D. Alineamiento iniciador GP6+

Human papillomavirus isolate B32-gp major
capsid protein L1 (L1) gene, partial cds
Length=147

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1l TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

RN RN R IR IR
TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

Shjct 1
Human papillomavirus type 11 isolate Ir-RRP1
L1 protein (L1) gene, partial cds

Length=139

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1l TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

CEEEEEETEE Tt r
TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

Shjct 1
Human papillomavirus type 18 isolate Ir-
BPH191 L1 protein (L1) gene, partial cds
Length=145

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

CEEEEEETEE R r e e
TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

Shjct 1
Human papillomavirus type 16 isolate Ir-
BPH181 L1 protein (L1) gene, partial cds
Length=142

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

Sbjct1 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22
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Human papillomavirus type 16 isolate Ir-PC61
L1 protein (L1) gene, partial cds
Length=142

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1l TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

CEEETEE e e e
TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

Sbjct 1
Human papillomavirus type 18 isolate Ir-PC35
L1 protein (L1) gene, partial cds

Length=145

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query1l TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

IR RIRIRI RN nI N
TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

Sbjct 1
Human papillomavirus type 16 isolate Ir52
major capsid protein (L1) gene, partial cds
Length=144

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

CHETEEETEE Tt et
Shjct2  TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 23

Human papillomavirus type 18 isolate r49
major capsid protein (L1) gene, partial cds
Length=142

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

Sbjct1 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

Human papillomavirus isolate Isfahan M49-MF
nonfunctional ORF-L1 gene, partial sequence



Length=140

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1l TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

CEEEEE TR e
TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

Shjct 1
Human papillomavirus isolate
06JAN_PHL_MY099_08 L1 capsid protein (L1)
gene, partial cds

Length=409

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

(EEETTETEE T e
Shjct 23 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 44

Human papillomavirus type 18 isolate N8 major
capsid protein L1 gene, partial cds
Length=146

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

IRRI IR RN
TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

Shjct 1
Human papillomavirus type 31 isolate N5 major
capsid protein L1 gene, partial cds

Length=147

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

Sbjct1 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

Human papillomavirus type 16 isolate N10
major capsid protein L1 gene, partial cds

Length=146

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006

87

Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

IR RN IR
Sbjct 1 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22
Human papillomavirus type 33 isolate IR-ESO-
HPV-33/2 L1 (L1) gene, partial cds
Length=103

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

CEEEEEETE T te et
Sbjct3  TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 24

Human papillomavirus type 31 isolate IR-ESO-
HPV-31 L1 (L1) gene, partial cds
Length=103

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query1l TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

IRRRIRRIR R
Sbjct3  TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 24

Human papillomavirus type 16 isolate IR-ESO-
HPV-16/11 L1 (L1) gene, partial cds
Length=144

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

CEEETEE e e et
Sbjct2 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 23

Human papillomavirus type 16 isolate IR-ESO-
HPV-16/10 nonfunctional L1 (L1) gene, partial
sequence

Length=141

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus



Query 1l TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

FEEETEEEE et et
Shjct2  TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 23

Human papillomavirus type 51 isolate 1 L1 (L1)
gene, partial cds

Length=144

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006

Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1l TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

CEEETEEEE Tt e e
Shjct2 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 23

Human papillomavirus type 33 isolate 3 L1 (L1)
gene, partial cds
Length=103

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1l TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

IRRIRI RN NI
Shjct3  TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 24

Human papillomavirus type 33 isolate 1
Length=138

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1l TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

IRRRIRIRI R R
Shjct2 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 23

Human papillomavirus type 16 isolate N12 L1
protein gene, partialcds
Length=142

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

Sbjct 1 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

Human papillomavirus type 16 isolate N11
nonfunctional L1 protein gene, partial sequence
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Length=141

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

IRRI IR NIRRT
TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

Sbjct 1
Human papillomavirus type 18 isolate F
nonfunctional L1 protein gene, partial sequence
Length=145

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.006
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

IR NIRRT
TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

Sbjct 1
Human papillomavirus type 16 isolate 12
Length=153

Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.091
Identities = 21/22 (95%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1l TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 22

CEEETTETEE R r e
Sbjct 6 TTTGTTACKGTGGTAGATACTA 27



Anexo E. Preparacidn de reactivos para Reverse Line Blot
SSPE 20X (1000 ml) = 0.2M Na2HPO4 2 H20: 35.6g + NaCl: 210.4g + EDTA: 7.4g
SSPE 2X (200 ml) = Tomar 20 ml SSPE 20X + 180 ml de agua destilada

SSPE 2X / 0.1% SDS (100 ml) = Tomar 10 ml SSPE 20X + 1 ml SDS 10% y aforar a
100 ml con agua destilada.

SSPE 2X / 0.5% SDS (200 ml) = Tomar 20 ml SSPE 20X + 10 ml SDS 10% y
completar a 200 ml con agua destilada

SSPE 2X (200 ml) = Tomar 20 ml SSPE 20X y aforar a 200 ml con agua destilada.

NaHCO3 0.5M (250 ml) = Pesar 10.5gr NaHCO3 en 240 ml de agua destilada, ajustar
pH a 8.4 con NaOH 2M y aforar a 250ml. Esterilizar.

SDS 10% (250 ml) = Pesar 25gr SDS y aforar a 250ml en agua destilada

EDTA 0.5M (300 ml) = Pesar 93.05 gr EDTA + 300 ml de agua destilada y ajustar pH
8.0

EDTA 20mM (300 ml) = Tomar 12 ml EDTA 0.5M y aforar a 300 ml con agua destilada

NaOH 100mM (250ml) = Pesar 1g NaOH (pm = 39.997) y completara 250ml con agua
destilada

EDAC 16% (10ml) = Tomar 1.6g EDAC +10 ml de agua destilada
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Anexo F. Informe de citologias realizadas por Pasto Salud ESE 2009
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Anexo G. Registro Poblacional de Cancer

Incidencia Cancer de cérvix in situ-maligno Pasto 1998 - 2007
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