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GLOSARIO

AGENTE ETIOLOGICO: Entidad bioldgica, fisica o quimica capaz de causar
enfermedad.

ANOVULATORIO: Medicamento que impide la ovulacién y actia como
contraceptivo.

ASCUS: Células escamosas atipicas de significancia no determinada, se utiliza para
designar aquellas alteraciones citologicas y cambios atipicos que no pueden ser
especificamente clasificadas en la citologia como lesiones de alto o bajo riesgo.

ATROFIA: En términos bioldgicos consiste en una disminucion importante del
tamano de la célula y del drgano de que forma parte debido a la perdida de la masa
celular. Las células atroficas muestran una disminucion de la funcidon pero no estan
muertas.

BIOPSIA: Método médico a fin de obtener una muestra de tejido o un érgano para
que los examine un patdlogo.

CANCER DE CUELLO UTERINO: Es una enfermedad por la que se forman células
malignas (cancerosas) en los tejidos del cuello uterino.

CUELLO UTERINO: Es el extremo inferior estrecho del ttero (el 6rgano hueco, en
forma de pera donde se desarrolla el feto).

CANCER IN SITU: Es el carcinoma que no ha roto la capa basal y, por ello, no se ha
extendido desde el sitio de origen hasta los tejidos vecinos.

CANCER INVASIVO: Cancer que se ha diseminado més alld del tejido donde
empezo y que ha atacado los tejidos sanos que tiene a su alrededor.

COLPOSCOPIA: Es un procedimiento médico, destinado a la exploracion del cuello
del atero o cérvix, mediante la utilizacion de un colposcopio.



DISPLASIA: Trastorno en el desarrollo de tejidos, de organos o de partes
anatomicas, que producen deformidades o incluso anomalias severas compatibles o
no con la existencia.

ENDOCERVIX: Membrana que recubre la parte interna del cuello uterino. Esta
formado por un epitelio cilindrico simple, que produce moco en respuesta a la
secrecion de estrégenos por el ovario.

EXOCERVIX: Es la porcién del cuello uterino que estd en contacto con la vagina.
Esta constituido por un epitelio plano poliestratificado.

FACTOR DE RIESGO: Circunstancias o situaciones que aumentan las
probabilidades a una persona de contraer una enfermedad o cualquier otro
problema de salud.

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: Es una operacién para extraer el titero (matriz) de una mujer.

LIEBG: Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado. Células ligeramente anormales
diagnosticadas por colposcopia y biopsia.

LIEAG: Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto Grado. Displasia moderada a grave,
diagnosticada por colposcopia y biopsia.

METAPLASIA: Cambio o reemplazo de un tipo de epitelio por otro de la misma
clase.

NEOPLASIA: Masa anormal de tejido provocada porque las células que lo
constituyen se multiplican a un ritmo superior al normal, estas pueden ser benignas
o malignas.

NIC I: Es considerada una lesién escamosa intraepitelial de bajo grado. Se caracteriza
por estar confinada a un tercio basal del epitelio cervical.



NIC II: Es considerada una lesion escamosa intraepitelial de alto grado. Confinada a
los dos tercios basales del epitelio cervical.

NIC III: En este tipo de lesion, considerada también de alto grado, la displasia es
severa y cubre mas de los dos tercios del epitelio cervical. En algunos casos
incluyendo todo el grosor del revestimiento cervical.

PCR-L1: Reaccion en Cadena de la Polimerasa que permite la amplificacion de un
fragmento de aproximadamente 150 pb del gen L1 de VPH, utilizando los primers
GP5+/GP6+.

PREVALENCIA: Es el niimero de casos de una enfermedad o evento en una
poblacion y en un momento dado.

REVERSE LINE BLOT: Es un ensayo basado en hibridizacion reversa, que permite la
identificacion de 37 genotipos de VPH utilizando un sistema miniblotter y una
membrana de hibridizacion, previa amplificacion de las muestras por PCR
GP5+/GP6+.

VPH-AR: Virus del Papiloma Humano de Alto Riesgo oncogénico, asociados al
desarrollo de carcinomas invasivos ano-genitales.

VPH-BR: Virus del Papiloma Humano de Bajo Riesgo oncogénico, relacionados con
lesiones benignas-verrugas y condilomas.



RESUMEN

En el presente estudio se realizé la tipificacion del VPH y se analizé su relacion con
caracteristicas poblacionales y lesiones en CCU en una poblaciéon de mujeres del municipio
de Pasto. Se incluyeron mujeres con y sin anormalidad citolégica procedentes de Pasto Salud
ESE y Patologos Asociados LTDA. La tipificacion se realizéd mediante Reverse line blot y PCR-
L1+Secuenciacion a partir del lisado celular del remanente de cepillado cervical y biopsias.
De las 192 mujeres, el DNA del VPH fue detectado en 1,4% (2/143) de mujeres con citologia
negativa, en 11,1% (1/9) de mujeres con ASCUS y 34,4 (11/32) mujeres con lesiones en CCU.
Los genotipos detectados fueron VPH 6, 16, 33, 45, 58, 73, 97 y 1 no determinado, los VPH-
AR representaron el 78,6%, los VPH-BR el 14,3% y los de riesgo indeterminado el 7,1%. La
edad, el nimero de compaferos sexuales, el uso de anticonceptivos, la co-infeccién con otros
microorganismos y los cambios celulares reactivos asociados a inflamacién no permitieron
explicar la infeccién por VPH en la poblacion de estudio. Esta investigacién nos permitid
conocer los genotipos de VPH encontrados en las mujeres con lesiones en CCU, citologia
negativa y ASCUS. Ademds, en ésta investigaciéon se obtuvo un facil protocolo para
tipificacion de VPH a partir de lisado celular sin extraccién previa de DNA, a través de PCR-
L1+ Secuenciacién, ésta metodologia podria ser til en el seguimiento del cancer cervical en
nuestra poblacion de mujeres y aplicable a otras poblaciones.

Palabras claves: Virus del Papiloma Humano, Cancer de cuello uterino, Lesién
Intraepitelial Escamosa, Reverse Line Blot.



ABSTRACT

In this study, it was analyzed the typing of HPV and its association with lesions and
population features in Cervical Cancer. In this study were included 192 women from
Pasto, southwestern Colombia, with normal and abnormal cytology belonging to
Pasto Salud ESE and Patdlogos Asociados LTDA. The typing was realized with Reverse
Line Blot and PCR-L1+Sequencing from cell lysates of the remaining of cervical
smears and biopsies. The HPV DNA was detected in 1.4% (2/143) women with
negative cytology; 11.1% (1/9) in women with ASCUS, and 34.4 (11/32) in women
with lesions in Cervical Cancer. The HPV genotypes detected were 6, 16, 33, 45, 58,
73, 97 and one, which could not determined. The HPV-AR accounted for 78.6%,
HPV-BR accounted for 14.3% and, the HPV of undetermined risk accounted for
7.1%. Age, number of sexual partners, use of contraceptives, co-infection with other
microorganisms and cell changes reagents associated with inflammation not allowed
to explain HPV infection in the study population. This research allowed us to know
the HPV genotypes found in women with lesions in CCU, negative cytology and
ASCUS. In addition, in this research was obtained an easy protocol for typing HPV
from cell lysate without DNA extraction and simply through PCR-L1 + Sequencing,
useful in triage of cervical cancer for our women population and maybe with future

applying to other populations.

Keywords: Human Papillomavirus, Cervical Cancer, Squamous Intraepithelial

Lesion, Reverse Line Blot.



INTRODUCCION

En Colombia el cancer de cuello uterino -CCU se considera un importante problema
de salud publica y ocupa el segundo lugar después del cancer de mama. A nivel
mundial el CCU afecta a 530.000 mujeres y causa mas de 270.000 muertes anuales
(WHO, 2013). Segun la encuesta nacional de demografia y salud (ENDS), 2010, la
incidencia de cdncer para el pais es de 5.600 casos nuevos cada afio. En paises
desarrollados se ha logrado reducir la incidencia hasta en un 80% gracias a la
utilizacidn de la citologia en el tamizaje (INC, 2007). En Colombia los resultados no
han sido alentadores por fallas en los programas de tamizaje y en la deteccion
temprana de la enfermedad (Cortes, 2007). Segun el Instituto Nacional de
Cancerologia-INC, en 2010 Colombia registrd una tasa de incidencia ajustada por
edad de 28,2 por 100.000 habitantes y aunque se ha encontrado un descenso en la
mortalidad con una tasa ajustada por edad de 7,0 por 100.000 habitantes, se
mantiene como un importante problema de salud publica. En Narifio, entre 2002-
2006 se registro una incidencia estimada de 26,4 por 100.000 habitantes, siendo la
neoplasia mas comun que afecta mujeres entre 31-61 afios y la tercera causa de
muerte por cancer. En Pasto, la incidencia de neoplasia in situ de cuello del ttero
entre 2003-2007 fue de 30,3 por 100.000 habitantes segin lo reportd el Registro
Poblacional de Cancer de Pasto (RPCMP).

La infeccion por Virus del Papiloma Humano-VPH ha sido reconocida como el
principal factor de riesgo para desarrollar CCU (Stanley, 2001; Bosch et al., 2002; de
Larrea et al., 2012). Aunque en ciertos casos la presencia del VPH no es suficiente
como agente causal de enfermedad (Bosch et al., 2002; Ortiz et al., 2004; Mongelos et
al., 2013). Algunos factores que predisponen a la neoplasia cervical maligna son la
edad de la mujer, el nimero de compaferos sexuales, la edad de inicio de las
relaciones sexuales, el uso de anticonceptivos hormonales, el numero de embarazos
o gestas, enfermedades de transmision sexual y el tabaquismo (Stanley, 2001;
Chelimo et al., 2013; Luhn et al., 2013;), por lo que se considera que la enfermedad
tiene un origen multifactorial, aun cuando esta bien documentada la conducta sexual
como un factor de riesgo para padecer lesion intraepitelial cervical en la medida en
que aumenta la probabilidad de exposicion al VPH (Bosch et al., 2002; Ortiz et al.,
2004; Chelimo et al., 2013).

Durante el contacto sexual, los inmunosupresores presentes en el plasma seminal
tiene una relacién con la génesis del CCU, en razén de que en presencia de
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carcinogenos pueden constituir un cofactor para el desarrollo de neoplasias (de Palo
et al., 2001; Sutherland et al., 2012). El uso de anticonceptivos orales u hormonales
tiene un papel importante en el riesgo de aparicién potencial de la neoplasia cervical
en mujeres que los utilizan entre cinco, diez y mas afios (Ortiz et al., 2004; La Vecchia
y Boccia, 2014). Existen regiones de regulacion de la trascripcion del DNA viral que
contienen elementos de reconocimiento hormonal (estrégenos y progesterona), lo
que sustenta la influencia de estas hormonas en la potenciacién de la expresion de
genes de integracion viral y consecuente desarrollo de CCU. Otro mecanismo
relacionado, es el efecto de estas hormonas sobre determinados genes que
intervienen en la regulaciéon del ciclo celular y la apoptosis asi como su papel en la
inhibicion de la efectividad del sistema inmune contra las lesiones inducidas por
VPH (Molano et al., 2002; Sarduy, 2008; Castro et al., 2011). La co-infecciéon ha
mostrado asociacion del CCU con enfermedades de trasmision sexual como sifilis o
blenorragia (Bosch et al., 2002; Ortiz et al., 2004). Existe mayor riesgo de adquirir una
infeccién por VPH tras haber ocurrido una infeccién previa por VPH de alto riesgo,
asi dichos genotipos no tengan una estrecha relacion filogenética (Méndez et al.,
2005; Camargo, 2011; Smith et al., 2014), lo anterior indica ademas que algunos tipos
virales pueden favorecer la presencia de otros tipos de VPH.

Para la deteccion de alteraciones morfologicas compatibles con la infecciéon por VPH o con
otro tipo de anormalidades se utiliza la prueba de Papanicolaou o citologia. Sin embargo,
esta tiene limitaciones importantes como la lectura subjetiva que conlleva a variaciones en la
sensibilidad y altas tasas de falsos negativos (Burd, 2003; Cendales et al., 2010). Una de las
desventajas mdas importantes de la citologia es la imposibilidad para detectar el virus,
descartar la infeccion mixta y/o tipificar genotipos asociados a eventos precancerosos
(Cavazza y Correnti, 2004; Mongelds et al., 2013). Las limitaciones de este examen, repercuten
en el adecuado manejo del CCU, por esta razon, es necesario evaluar el uso de pruebas
moleculares sensibles que permitan la deteccién, genotipaje y evaluacion de la carga viral de
VPH a partir de muestras clinicas, aun si la infeccion es asintomaética ya que de este modo se
favoreceria la intervencién oportuna en aquellas mujeres con alto riesgo de desarrollar cancer
cervical (Gravitt ef al., 2000; Geraets et al., 2011; Sanchez y Suarez, 2012).

En la actualidad, se conocen muchas metodologias para la deteccién y tipificaciéon de VPH
tales como Reverse Line Blot (RLB) la cual estd basada en PCR, hibridacion y utiliza
oligonucledtidos tipo especifico de VPH (Van den Brule et al., 2002; del Pino et al., 2011). Las
técnicas basadas en PCR permiten la deteccién de tipos de VPH, utilizando primers que
anilla con una region altamente homologa entre los tipos de VPH. La tipificacion viral es una
informaciéon muy importante a la hora de categorizar subgrupos de pacientes para el
seguimiento de los mismos, asi como para realizar el diagnostico y tratamiento mas
adecuados (Guglielmo y Rodriguez, 2010). En este sentido RLB ofrece la oportunidad de
identificar 37 tipos del VPH, de alto y bajo riesgo (Van den Brule et al., 2002), y la PCR-L1
permite la amplificacion de un fragmento de 150 pb del gen L1 de la cdpside viral de tipos de
VPH que anillan especificamente con los primers GP5+/GP6+(Burd, 2003; Farfan, 2009), sin
embargo, esta reaccion debe acompanarse de otra técnica para la tipificacion de VPH
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permitiendo caracterizar la poblaciéon de riesgo para la infeccién por VPH y posterior
desarrollo de CCU.

El CCU implica un alto componente comportamental de cada poblacion afectada de manera
que resulta importante analizar algunos factores de riesgo documentados para otras
poblaciones y confirmar su influencia sobre una determinada poblacién de estudio. El
analisis de estas variables y su efecto es de suma importancia para comprender la red de
causalidad y potencial progresion a malignidad.

En este contexto, en la presente investigacion se evalu6é una metodologia molecular basada
en una adaptacién del RLB que consistio en PCRL1+Secuenciacion, con el fin de obtener
informacion acerca de la infeccién por el VPH, los genotipos asociados a las lesiones en CCU
y la relacion de algunos factores de riesgo como el uso de anticonceptivos orales, el nimero
de parejas sexuales, la edad y la co-infeccion con otros microorganismos a fin de entender su
dinamica en la poblacion de estudio.

25



1.1

1.2

1. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Analizar la relacion entre el tipo de VPH, caracteristicas sociodemograficas,
gineco-obstétricas, clinicas y lesiones en cancer de cuello uterino en una
poblacién de mujeres del Municipio de Pasto.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar la deteccion y tipificacion molecular de VPH en mujeres del
municipio de Pasto.

Determinar la relacion entre tipo viral y algunas caracteristicas

sociodemograficas, gineco-obstétricas y clinicas en la infeccién por VPH y
lesiones en cancer de cuello uterino.
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2. ESTADO DEL ARTE

2.1 VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO - VPH

El VPH es considerado un agente infeccioso de trasmision sexual y principal factor
de riesgo en el desarrollo de cancer de cuello uterino, se ha demostrado su
participacion en el 99,7 % de los casos de cancer cervical presentados anualmente
(Munoz et al., 2000; Cuschieri et al., 2005; Farfan, 2009, Chelimo et al., 2013).

Los VPH son virus pequenos, desnudos y aunque el genoma viral puede variar
ligeramente entre los diferentes genotipos, en general poseen un genoma de DNA
circular de doble cadena con un tamafio de 8 Kb, con un peso molecular de 5,2 X 10¢
Da, codifica ocho o nueve marcos abiertos de lectura (ORFs) los cuales son
transcritos como RNAm policistréonicos (Hebner y Laimins, 2006; Doorbar, 2006;
Rios y Rios, 2010; de Larrea et al., 2012; Burk et al., 2013). El VPH presenta una
capside icosaédrica formada por dos proteinas L (late) de las cuales, la proteina L1 o
mayor representa el 80% de la capside y es considerada como elemento estructural
primario; la proteina L2 o menor representa el 20% restante (Howley y Lowy, 2001;
Modis et al., 2002; Vanegas et al., 2008; de Larrea et al., 2012). El didmetro de la
capside es de 60 nm aproximadamente, ademas estd constituida por 72 capsémeros
pentaméricos que a su vez presentan 5 monomeros de la proteina L1. De los 72
capsomeros, 60 son capaces de interactuar en simetria seis, mientras que el resto lo
hacen en simetria cinco (Chen et al., 2000; Modis et al., 2002; Vanegas et al., 2008).

2.1.1 Tipos de VPH y clasificacion

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae integrada por 16 géneros, entre los
que se destacan los miembros que pertenecen a los géneros Alpha ()
papillomavirus y Beta () papillomavirus caracterizados por causar lesiones en las
mucosas y piel (de Villiers et al., 2004; Farfan, 2009; Lizano et al., 2009). Se han
reconocido mas de 170 genotipos de VPH los cuales difieren en el tipo de epitelio
que infectan; son epiteliotrdpicos es decir, infectan principalmente epitelios
estratificados, de estos cerca de 35 tipos de VPH estan asociados con lesiones
benignas o malignas del tracto ano-genital (de Villiers, 2013). Por la frecuencia con la
que se han encontrado en CCU y otros tipos de cancer relacionados, los VPH se han
dividido en tipos de bajo riesgo oncogénico (VPH BR) al que pertenecen los tipos de
VPH 6, 11, 26, 34, 40, 42, 43, 53, 54, 57, 61, 66, 72, 81, 83, 84, CP6108 relacionados con
lesiones benignas -verrugas y condilomas- y los tipos de VPH de alto riesgo

27



oncogénico (VPH AR) al que pertenecen VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 68, 73, 82, 70 por su asociacidon con el desarrollo de carcinomas invasivos ano-
genitales. De estos ultimos se destacan los tipos de VPH 16 y 18 por su alta

frecuencia en mujeres con CCU a nivel mundial (Munoz et al., 2003; de Villiers et al.,
2004; Bernard et al., 2005; Farfan, 2009).

En la actualidad, la clasificacion de estos tipos virales se realiza utilizando y
comparando la secuencia nucleotidica del gen L1, correspondiente a una de las
regiones mas conservadas del genoma viral. Se considera como un nuevo tipo viral,
cuando se identifica un nivel de variacion mayor al 10% en la secuencia de L1
respecto a la secuencia de DNA de los tipos virales previamente clasificados, un
subtipo cuando se identifica una variacion entre el 10 y 2% y una variante cuando el
nivel de variacidon es menos del 2% (Rios y Rios, 2010; Burk et al., 2013). En estos
tipos virales se comparten homologias; los miembros de diferentes géneros
comparten menos del 60% de la informacion a nivel de sus secuencias nucleotidicas,
las especies de un género comparten una identidad de secuencia entre el 60-70% y
los tipos virales de la misma especie comparten entre el 71-89% de homologia en el
marco abierto de lectura L1 (de Villiers et al., 2004). Teniendo en cuenta sustituciones
nucleotidicas presentes en diferentes regiones del genoma viral, se han definido
cinco grupos filogenéticos o variantes: Europeo (E), Asiatico (A), Asiatico-Americano
(AA), Africano 1 (Afl) y Africano 2 (Af2) (de Villiers et al., 2004; Tanzi et al., 2009).
Un estudio realizado por Mendoza et al., 2013, encontraron que en una poblacion de
Paraguay, la mayoria de las variantes de VPH 16, pertenecian a la rama Europea
(82%), estas variantes se detectaron en 25 de 29 mujeres con LSIL, 22 de 29 mujeres
con HSIL, 3 de 4 mujeres con CCU y en todas las mujeres con citologia normal. Las
variantes detectadas en tal estudio se designaron con las letras PY (Paraguay) y estan
resaltadas en negrita (Figura 1).

Figura 1. Arbol filogenético de secuencias LCR VPH 16. Construido utilizando 31
secuencias de DNA de referencia de VPH 16. Se identificaron nueve variantes
moleculares diferentes agrupadas en tres ramas filogenéticas. Fuente: Mendoza et
al., 2013.
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La prevalencia global de la infeccién por VPH en mujeres con citologia normal es de
alrededor de 11 a 12%, con una prevalencia alta del 16% en América Latina (Bosch et
al., 2013). En Colombia, la prevalencia de VPH en mujeres con citologia normal
reportada inicialmente fue de 14,8%, en la que los tipos de VPH AR mas prevalentes
fueron VPH 16 (representando el 16,3% de las mujeres con infecciones tnicas), VPH
58 (6,2%), VPH 56 (3,6%), VPH 18 y VPH 51 (2,9%) (Molano et al., 2002). Sin
embargo, un estudio realizado por Soto et al., 2009, indicd una prevalencia de VPH
para Colombia mucho mas elevada (49,2%) que la reportada por Molano et al., 2002,
encontrando principalmente VPH 16 (46,2%), VPH 18 (14,7), VPH 31 (15,9%), VPH
33 (10,6%), VPH 45 (9,4%) y VPH 58 (5,1%). Entre estos tipos se estima que los tipos
virales 16 y 18 son los responsables del 70% de todos los casos de CCU a nivel
mundial (Schiffman et al., 2007).

2.1.2 Genoma y estructura del VPH

De acuerdo con su funcidn en el genoma, se han identificado 4 regiones diferentes (Figura
2); la region no codificante o reguladora Long Control Regién (LCR), en donde se
localizan las secuencias de DNA que contienen los promotores y sitios de iniciacion
de la replicacion ademas de los potenciadores, silenciadores y sitios de union de
factores de transcripcion; la region conformada por lo genes E1 y E2 que regulan la
replicacion y la transcripcion viral; la region de los genes E5, E6 y E7 que codifican
proteinas con alto poder oncogénico o también considerados genes de integracion
viral y la regién de genes que codifican para las proteinas estructurales de la capside
L1 y L2 (Howley y Lowy, 2001; Longworth y Laimins, 2004; Lopez y Aristizabal,
2006; Vanegas et al., 2008; Rios y Rios, 2010; de Larrea et al., 2012).

Figura 2. Genoma del Virus del Papiloma Humano. Fuente: de Larrea et al., 2012.
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2.1.3 Descripcion de las regiones del genoma del VPH

La sintesis de las proteinas de expresion temprana (E) como de las tardias (L), es
regulada por ORFs de acuerdo a su expresion durante el ciclo de vida viral y ciclo
celular. En la Tabla 1, se presentan las principales funciones de las regiones
gendmicas del VPH (de Villiers et al., 2004; Grillo et al., 2008). De la misma manera
las secuencias necesarias para la transcripcion y replicacion del genoma viral se
encuentran localizadas en una region denominada URR no codificante (Longworth y
Laimins, 2004; Grillo et al., 2008).

Tabla 1. Marcos abiertos de lectura (ORF) del genoma del VPH.

Proteina viral Funcion
El Accion helicasa. Replicacion viral y control de la transcripcion.
E2 Factor de transcripcion viral.
E4 Interaccion con el citoesqueleto para ensamblaje viral.
E5 Interaccion con receptores de factores de crecimiento
E6 Degradacion p53. Activacion telomerasa. Induce inestabilidad
gendmica. Interaccién con dominios proteicos PDZ.
E7 Degradacién pRb. Inestabilidad gendmica.
L1 Proteina mayor capside viral.
L2 Proteina menor capside viral. Recluta genoma viral para organizarlo

en la capside.

Fuente: Grillo et al., 2008

El es una proteina multimérica con actividad ATPasa y helicasa, reconoce sitios especificos
denominados regiones de origen de replicacion (ori), capaz de formar un complejo de
iniciacion con la proteina E2 (Rivera et al.,, 2006). En el VPH 16 se ha observado que esta
proteina presenta efectos indirectos en la inmortalizacién celular (Duarte, 2011).

E2 es una proteina dimérica, que puede ser fosforilada en los residuos aminoacidicos de
serina 298 y 301, regulando su unién con El. Esta proteina tiene actividad represora contra
los promotores P97 y P105, encargados de la transcripcion de las proteinas E6 y E7,
interfiriendo con la sintesis de estas proteinas, sin embargo, su actividad represora se pierde
cuando el DNA viral se integra al genoma celular porque ocurre una alteracién estructural
del marco abierto de lectura de E2 (Rivera et al., 2006; Rios y Rios, 2010). E2 facilita la
segregacion del genoma viral durante la division celular, resultando en la distribucién del
DNA del virus en las células hijas; ademads participa en el empaquetado del DNA viral y
promueve el ensamblaje de particulas virales (Rios y Rios, 2010), ademas es importante para
el mantenimiento del estado episomal del genoma viral (Duarte, 2011).

Las proteinas E1-E4 se sintetizan como proteinas mixtas, involucrando regiones génicas, E1 'y
E4 son capaces de producir la desestabilizacién celular, alteracion en el potencial de
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membrana mitocondrial y la detencion del ciclo celular en G2. Por estos mecanismos la célula
pierde soporte estructural por alteracion del cito-esqueleto, produciendo dafio mitocondrial y
del metabolismo energético ademds de apoptosis (Raj ef al., 2004; Rivera et al., 2006). E4
modula la amplificaciéon de DNA del VPH y la expresion de genes estructurales, ademas se
asocia con el colapso de los filamentos de citoqueratina (Rios y Rios, 2010).

E5 es una proteina localizada principalmente en la membrana plasmatica celular, capaz de
interactuar con algunos factores como el factor de crecimiento epidérmico, factor de
crecimiento derivado de plaquetas, factor p185-neu y factor estimulante de colonias, ademas
de estar asociada a la proliferacién celular y diferenciacién (Rivera et al., 2006). La proteina E5
participa en la amplificacion del DNA viral, aumenta la expresion de las moléculas clase I del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) y por todas estas propiedades se cree que E5
puede favorecer la evasién inmune, ademas E5 también ha demostrado ser un poderoso
oncogén viral (Zheng y Baker, 2006; Rios y Rios, 2010).

E6 es una proteina de 150 aminoacidos que liga Zinc, posee una propiedad transcripcional,
que le confiere potencial de inmortalizacidn celular debido a la formacién de un complejo con
P53 y marcaje para su degradacion (Lizano et al., 2009). E6 también posee la capacidad de
inducir actividad telomerasa, inducir sintesis de DNA mutado y aumentar la integracion del
DNA viral al genoma de la célula hospedera (Wentzensen et al., 2004).

E7 es una proteina de 100 aminoacidos, ligante de Zinc, puede unirse a la proteina del
retinoblastoma (pBR) y alterar su funcién supresora del crecimiento al controlar factores de
transcripcion requeridos para la replicacion del DNA. Otra funcion de E7 es la capacidad de
inducir inestabilidad genémica (Burd, 2003). E7 también es capaz de interactuar con p600,
fomentando el crecimiento independiente del anclaje celular (Stanley, 2001). Durante la
infeccion productiva por el VPH, E6 y E7 facilitan el mantenimiento del episoma viral en las
células epiteliales maduras suprabasales, jugando un papel importante en la sobrevida
celular (Feller et al., 2009; Rios y Rios, 2010).

Recientemente se han descrito otros dos genes E3 y E8, los cuales se encuentran en la regiéon
de expresidon temprana y han sido encontrados sélo en los tipos de VPH 1, 11, 16, 31 y 33
(Alp, 2012). E1 ORF de E3 no codifica proteinas (Rios y Rios, 2010).

214 Region de expresion tardia L1y L2

La region tardia esta formada por dos OREF, los cuales codifican las proteinas L1 y L2
de la capside (Duarte, 2011). La region L1 de aproximadamente 1.525 pb codifica la
proteina L1. Esta proteina de 57 KDa esta compuesta por 504 aminoacidos, y es
catalogada como la principal proteina de la capside debido a su participaciéon en la
entrada del virus a la célula hospedera (Vanegas et al., 2008; Duarte, 2011), ademas
de su capacidad de inducir la respuesta inmune protectora. La estructura de esta
proteina posee tres regiones bien definidas: el ntcleo y los extremos amino y
carboxilo. El extremo amino lo componen los primeros 19 aminoacidos, los cuales
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cumplen un papel fundamental en el ensamblaje. Algunos estudios sugieren que su
estructura tridimensional probablemente es una horquilla 3 (Modis et al., 2002). La
region core de esta proteina estd formada por los aminoacidos 20 al 382 cuya
estructura tiene forma de barril, con 11 laminas (3 plegadas (3-B1, p-B2, 3-C, 3-D, -
E, B-F, p-G1, B-G2, B-H1, p-H2, p-I) conectados por medio de bucles expuestos en la
superficie del capsémero (Chen et al., 2000).

Todas las regiones hipervariables de L1, se encuentran en la superficie exterior de los
pentameros, esto probablemente debido a la relaciéon que tienen estas regiones en la
interaccion con las funciones del anfitrion (Chen et al., 2000). Actualmente, se conoce
que la proteina L1 contiene sitios de localizacion nuclear, los cuales son
indispensables para la encapsidaciéon del genoma viral (Duarte, 2011).

El gen L2 codifica para la proteina menor de la capside, la proteina L2 tiene un peso
molecular de aproximadamente 49 a 60 KDa, sin embargo, en geles de
poliacrilamida migra con un peso aparente de 73 KDa (Duarte, 2011). Se cree que
esta proteina puede estar presente en el centro de los capsémeros pentavalentes en
los vértices del viridén, ademas interviene en la entrada del virus a las células y tiene
un papel importante en mediar la infectividad del virus (Modis et al., 2002; de Larrea
et al., 2012). Esta proteina es la responsable del escape del genoma viral de la vesicula
endocitica y entra con el genoma al nticleo. En el ntcleo, el complejo L2-genoma, se
ubica en el dominio nuclear 10 (ND10), lo cual es crucial para el establecimiento de
la infeccion (Sapp y Bienkowska, 2009; Rios y Rios, 2010).

2.1.5 Variantes del Virus del Papiloma Humano

Se ha indicado que uno de los factores virales mds importantes en la evolucién de la
infeccion y los mecanismos de transmision de VPH son las variantes de los tipos de
VPH, cuya identificaciéon ha traido implicaciones filogenéticas reflejadas en la
estrecha evolucion que se presenta entre el virus y el hospedero, dando origen a
variantes determinadas segun las etnias (Tornesello et al., 2011). Se han identificado
variantes moleculares para casi todos los genotipos de VPH, los cuales los podemos
observar en arboles filogenéticos, cuyas ramas o grupos representan una
distribucién geografica especifica para alguna de estas variantes (Prado et al., 2005;
Vanegas et al., 2008).

El VPH 16 ha sido el tipo viral mas prevalente en todo el mundo, por esto es el mas
estudiado en la identificaciéon de variantes. Hasta ahora se han descrito seis
variantes, dos Africanas: Afl y Af2, una Europea: Eu, una Asiatica: As, una Asiatica-
Americana: AA y la tltima denominada Norteamericana: NA. Se ha indicado que el
VPH 16 tiene una replicaciéon mas eficiente que otros tipos de VPH, por lo que se
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podrian generar mads variaciones gendmicas (Camargo, 2011). Ademds se ha
demostrado que la infeccion con variantes no europeas (Afl, Af2, AA, As y NA) del
VPH 16 se encuentra asociada con un aumento de 2-9 veces el riesgo de cancer
cervical y lesiones precursoras de alto grado (Lopera et al., 2012). También se han
descrito tres variantes diferentes para VPH 18: una Africana (Af), una Europea (E) y
una Asidtica-Amerinda (AsAi) (Pista et al., 2007; Camargo, 2011).

Aunque se conoce poco acerca de las implicaciones de estas variaciones biologicas
del genoma del VPH en la carcinogénesis cervical, se acepta que pueden ser
relevantes en los diversos aspectos del proceso de transformaciéon maligno
(Tornesello et al., 2011). Algunas variantes de VPH 16, se encuentran con mayor
frecuencia asociadas al carcinoma, en comparaciéon a su prototipo, esto
probablemente se explica por la capacidad de las variantes en la evasion del sistema
inmune del hospedero (Vanegas et al., 2008). Se pueden encontrar diferencias entre
las variantes de VPH, en términos de la patogenicidad y el reconocimiento
antigénico por parte del hospedero; en términos de patogenicidad existen diferencias
en la persistencia de infecciones. Varios estudios han demostrado que la variante
Europea estd mas asociada a la presencia de infecciones persistentes, mientras que
las variantes Africanas y Asiatico Americanas, se asocian mas, al desarrollo de CCU,
probablemente por los cambios en la secuencia de los genes que codifican para E6 y
E7 (Vanegas et al., 2008).

Las variantes encontradas para VPH 16 se han identificado en todo el mundo, pero
sus frecuencias difieren segin la regiéon y las caracteristicas de la poblacion
estudiada (Camargo, 2011). Otro aspecto de importancia en las variantes de VPH 16
se refleja en la relacion de estas variantes con algun tipo de lesion en CCU. Un
estudio realizado por Lopera et al, 2012, demostré que las variantes asidtico
americanas estan mas relacionadas con NIC III y cancer cervical y se encuentran en
muy baja frecuencia en mujeres con lesiones de bajo grado y citologia normal. Es asi
como este y otros estudios, permiten cuestionarse a cerca de la patogénesis de las
variantes de VPH en las diferentes etapas del cancer cervical.

Conocer las variantes de la proteina L1 de VPH, es importante, para determinar la
relacion entre la variacion intratipo, la identificacion de las diferencias en la
respuesta del sistema inmune y asi predecir de alguna manera el efecto protector de
las vacunas profilacticas (Vanegas et al., 2008).

2.2 VPH y Céncer de Cuello Uterino

La relacion entre las infecciones genitales por VPH y el cancer cervical, fue
demostrado por primera vez, a principios de la década de 1980 por el virdlogo
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Aleman Zur Hausen, desde entonces la vinculacion entre el VPH y el carcinoma
cervical de las células escamosas se ha consolidado (Burd, 2003).

Los VPH tienen tropismo por las células epiteliales, es asi como pueden producir
infecciéon tanto en piel como en mucosas, siendo altamente especie-especificos. En
células del epitelio cervical los VPHs pueden encontrarse en forma de episomas, en
forma integradas o en forma mixta (ambas). La infeccion por VPH actualmente es
considerada como la enfermedad de transmision sexual mas frecuente en el mundo
(Longworth y Laimins, 2004; de Larrea et al., 2012). E1 VPH esta relacionado con la
produccion de un amplio niimero de lesiones neoplasicas intraepiteliales del tracto
genital inferior y cancer. Otros tumores relacionados con el VPH son los de piel,
canal anal, vagina, vulva, pene y oral, se ha estimado que el VPH es responsable del
5,2% de todos los canceres en el mundo (de Sanjosé et al., 2007; de Larrea et al., 2012).
El CCU es el segundo tipo de cancer mds importante en mujeres a nivel mundial
(Zur Hausen, 2009). Esta demostrado que durante el proceso de carcinogénesis se
presentan alteraciones tanto en componentes genéticos, epigenéticos, inmunologicos
e infecciosos, ademas de la interaccion entre el medio ambiente y las células (Steben
y Duarte, 2007; Farfan, 2009; Garcia et al., 2010).

La unién escamo-columnar es el sitio mas susceptible y frecuente a la infecciéon por
VPH, hasta el 90% de localizacion del carcinoma (Janicek et al., 2001; Grillo et al.,
2008). El microtrauma del epitelio genital, permite la exposicion de células basales en
activa proliferacion a los diferentes tipos de VPH, de este modo se establece la unién
entre el receptor de la célula basal con la proteina de la cadpside viral L1, a nivel de su
extremo carboxi-terminal (Rivera et al., 2006). Este receptor ha sido asociado con
Heparan Sulfato para los tipos virales 16-33 y con Alfa-6-integrina para VPH 6
(Burd, 2003; Duarte, 2011). Posteriormente, se produce la endocitosis (Bousarghin et
al., 2003; Rivera et al., 2006), la cual puede estar mediada por complejos proteicos
tipo clatrinas o caveolinas dependiendo del tipo de VPH (Rivera et al., 2006). Una
vez internalizado el virus, la capside viral sufre degradacién, origina capsdémeros y
monomeros, los cuales se transportan al nucleo junto con pequefios fragmentos del
DNA viral, con ello el genoma viral mas las proteinas de la capside se involucran en
los procesos de transcripcion génica, replicacion del DNA y maduracién de viriones
(Rivera et al., 2006).

Cuando el virus logra penetrar a la célula hospedera inicia la expresion de sus genes
E y L, dependiendo del momento en que se inicie el ciclo de replicacién viral. El
VPH codifica sélo una proteina para la replicacion del DNA, la enzima E1 y ademas
de esta, la proteina viral E2, el resto de este proceso, depende exclusivamente de la
maquinaria de sintesis del DNA celular. Durante el proceso de integracion por lo
general ocurre delecién o alteracion del gen regulador E2, provocando la pérdida del
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control negativo de esta proteina, mientras retiene un segmento variable que alberga
a los oncogenes E6 y E7 y la region reguladora upstream. Los genes implicados en la
replicacion e integracion viral son E6 y E7, los cuales inactivan funcionalmente los
productos de dos genes supresores de tumores, el gen p53 y Rb, respectivamente. En
condiciones normales, estos oncogenes inducen la proliferacion, inmortalizacion y
transformacion maligna de las células infectadas por VPH o de aquellas que hayan
sufrido alteraciones en alguna de las etapas del ciclo celular. Asi, la integracién de
VPH y la delecién o alteracion de E2 conduce al aumento en la expresion de los
oncogenes virales. La expresion de genes virales esta confinada al queratinocito, de
tal forma, que estos genes no se expresan en ninguna otra célula, ademas los niveles
de expresion elevada de proteinas virales y el ensamblaje viral, ocurren sdlo en los
estratos espinoso y granuloso del epitelio escamoso (de Larrea ef al., 2012).

Luego de la infecciéon, la replicacion de los episomas virales parece ser
independiente del ciclo celular y se producen aproximadamente de 50 a 100 copias
de virus por célula, este nimero de copias es mantenido en las células basales
indiferenciadas, a través del curso de la infeccidn. En esta etapa la expresion viral es
minima y se tiene control sobre la expresion de los genes virales E6 y E7. Cuando el
queratinocito entra en diferenciacion sale del ciclo celular, e inicia un aumento en la
expresion de los genes virales llegando a un nimero de 1.000 copias de virus por
célula, con abundante expresion de los genes tempranos E6 y E7 e inicio de la
expresion de genes tardios (de Larrea et al., 2012).

El riesgo de progresion a carcinoma cervical estd vinculado con la persistencia de la
infeccidn, probablemente la carga viral por unidad celular, ademas de la integracion
del DNA viral a la célula hospedera y al tipo de VPH, ya que los VPH BR tienden a
permanecer en forma episomal, mientras que los VPH AR se integran de forma
covalente al DNA de la célula hospedera (Grillo et al., 2008; de Larrea et al., 2012). La
historia natural de la oncogénesis cervical por VPH podria seguir el modelo
representado esquematicamente en la Figura 3.
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Figura 3. Historia natural de la oncogénesis cervical por VPH. Fuente: de Sanjosé y
Garcia, 2006.

Estudios prospectivos han demostrado que la infecciéon persistente de VPH AR
precede a la aparicion de lesiones neopldsicas intraepiteliales cervicales y es
necesaria, para el desarrollo, mantenimiento y progresiéon de estas lesiones. Sin
embargo, los mecanismos que determinan si esta infecciéon permanece latente o
progresa a lesiones escamosas intraepiteliales, o carcinoma de cérvix, aiin no estan
totalmente claros (Garcia et al,, 2011). La integracion del DNA viral a la célula
hospedera y la pérdida de control negativo de E2, conduce el aumento de expresion
de las oncoproteinas E6 y E7 (Bosch et al., 2002; Grillo et al., 2008, de Sanjosé y Garcia,
2006). Estas proteinas se ligan a los productos de los genes supresores de tumores
P53 y Rb respectivamente, degradandolas e inutilizandolas funcionalmente. Estas
interacciones en células proliferativas de la union escamo-cilindrica con un epitelio
inestable, impiden la correcta reparacion del DNA, inducen la inestabilidad
gendmica y aumenta la probabilidad de desarrollar mutaciones especificas,
esenciales para la progresion a cancer invasor (de Sanjosé y Garcia, 2006).

2.3 Historia Natural del CCU

El conocimiento del VPH y la historia natural del CCU han permitido el desarrollo
de tecnologias para su control, tales como vacunas y pruebas de deteccion-
tipificacion o unicamente deteccion del DNA del VPH, sin embargo no ha sido
posible establecer una técnica gold estindar que permita concluir de manera
definitiva la tipificaciéon, ya que se han encontrado importantes diferencias en la
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deteccién al comparar las diferentes técnicas (Molano ef al., 2010). En Colombia estan
aprobadas dos vacunas para su aplicacion por el Instituto Nacional de Vigilancia de
Medicamentos y Alimentos (INVIMA) quien les otorgo el registro sanitario a estas
vacunas: Gardasil, la vacuna tetravalente, que protege contra los tipos de VPH 6, 11,
16 y 18 y Cervarix, la vacuna bivalente que protege contra los tipos de VPH 16 y 18 y
donde la poblacién ideal para vacunacidn son, nifios y adolescentes antes del inicio
de las relaciones sexuales (ENDS, 2010).

La historia natural de esta enfermedad involucra la infeccion viral con el VPH como
primer evento, seguida por la progresiéon gradual de etapas intraepiteliales
preinvasoras, tales como lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado (LIEBG),
que agrupa al NIC I (CIN o displasia leve) y lesiones intraepitelales escamosas de
alto grado (LIEAG) que agrupa al NIC II-IIT (CIN II-IIl o displasia moderada y
severa, respectivamente) y carcinoma in situ, ver Figura 4. La historia natural del
cancer cérvico uterino inicia cuando la mujer se infecta por el VPH, durante las
relaciones sexuales, esta infeccion se desarrolla con mayor facilidad cuando existe
algtin cofactor o factor de riesgo involucrado. El VPH ocasiona danos en el epitelio
del cérvix, originando lesiones precursoras que pueden progresar a cancer de no ser
tratadas a tiempo (Nifo, 2011).

Las lesiones precursoras del CCU constituye un grupo heterogéneo de neoplasias,
las cuales se desarrollan por etapas y en forma progresiva, aunque existe la
posibilidad de regresidon espontanea. Estas lesiones se caracterizan por inmadurez y
desorganizacién celular, anormalidades en el nudcleo y una actividad mitética
irregular. De este modo, el grado de neoplasia estd determinado por la extension,
proliferacion de células inmaduras y la atipia nuclear. Si la zona afectada
corresponde al tercio mas inferior del epitelio se designa como NIC I y si la zona
afectada es del tercio medio o superior se denomina NCI II o NCI III
respectivamente (Farfan, 2009).

La tasa de progresion de una NIC se encuentra entre el rango del 6% al 34%, y varia
en los diferentes paises ya sea debido a los sistemas de deteccion precoz, por las
condiciones socioculturales y/o por los estandares de atencién sanitaria (Serman,
2002). Segun algunos estudios la NIC I se autoresuelve en cerca del 70% de los casos,
caso contrario de la NIC III, que muestra una progresion a carcinoma invasor de
hasta 70% y una tasa de regresion de 32% (Serman, 2002). La NIC II muestra tasas de
progresion a carcinoma in situ o neoplasia mas severa de 25% (Holowaty et al., 1999;
Serman, 2002, Bosch et al., 2013). Debido a estos diferentes comportamientos se
considera al NIC I como LIE de bajo grado y a las NIC II y III como lesiones de alto
grado.
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Figura 4. Desarrollo histologico del cancer de cuello del titero. Fuente: Carretero,
2008

El desarrollo de la historia natural de esta enfermedad es lenta. Deben trascurrir
muchos afos (10-20 afios) desde que se adquiere la infecciéon por VPH, hasta la
progresion a cancer invasivo (Nifio E, 2011). Las edades de maxima prevalencia son
entre 15 y 30 afios para la NIC I, 30 a 34 afios para NIC II, y 35 a 49 para NIC III
(Serman, 2002). En el desarrollo de esta enfermedad, la mujer por lo general, no
presenta sintomas, lo que es una desventaja, aunque existen algunos casos, en la
etapa avanzada de esta enfermedad, en la que puede haber dolor cuando el tumor se
ha extendido afectando a algunos organos. También, puede haber hemorragia
uterina, secrecion vaginal de mal olor por el desarrollo de tejido necrotico (Nifio,
2011).

2.4 Deteccidn y tipificacion molecular de VPH

Actualmente se dispone de muchas metodologias y procedimientos para la deteccion
y tipificacion de VPH, las cuales ademas de la tipificacion viral, en un aspecto mas
aplicado nos ofrece la oportunidad de categorizar subgrupos de pacientes desde una
perspectiva clinica practica (Melo et al., 2005). Dos de estas herramientas moleculares
para el diagnostico y la tipificacién de VPH son el test de Captura de Hibridos - HC2
aprobado por la FDA vy la reacciéon en cadena de polimerasa - PCR, la cual para
permitir la tipificaciéon viral debe acompanarse por otra técnica de andlisis como
hibridacion con sondas tipo especificas, analisis de secuencia o andlisis de restriccion
(Burd, 2003). La PCR es una de las técnicas mas utilizadas para la deteccion de tipos
de VPH que permite el uso de primers que anillan con una region altamente
homologa entre los tipos virales, que se extiende sobre una region interna
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polimorfica, permitiendo la tipificacion especifica de VPH (Farfan, 2009). En las
técnicas basadas en PCR se han utilizado primers consenso Vbg., MY(09/11,
PGMY09/11, GP5+/GP6+, SPF10, los cuales tienen como blanco secuencias
conservadas del genoma de VPH tales como el gen L1 de la capside viral (Burd,
2003).

Las técnicas basadas en la deteccion del DNA del VPH son las mas precisas,
sensibles y especificas para la deteccidn de lesiones pre-malignas, ademas de su
utilidad en la disminucion tanto de la mortalidad como de la morbilidad por CCU.
Hoy en dia existen muchos protocolos, algunos de ellos validados que se utilizan en
los laboratorios de todo el mundo para la deteccion del VPH. Recientemente, se han
desarrollado protocolos para la deteccion de RNA mensajero de E6/E7 y proteinas
biomarcadores de trasformacion (Gutiérrez, 2011).

PCR Amplicor fue la primera técnica comercial autorizada por la FDA en 1993, su
sensibilidad y especificidad son del 99% y del 98%, respectivamente, esta técnica se
basa en la amplificaciéon del DNA mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y la hibridacion de 4cidos nucleicos para la deteccion de genotipos de VPH
AR. Esta técnica, permite la amplificacion simultanea mediante PCR del DNA
objetivo del VPH y el DNA de -globina como control celular (Roche). La segunda
generacion comercial utiliza un analizador (COBAS Amplicor PCR) y tiene mayor
sensibilidad y especificidad, tanto en muestras de orina como en urogenitales, y
tanto en hombres como en mujeres.

Una de las técnicas basadas en PCR mas utilizadas para genotipificar el VPH es
Reverse Line Blot (RLB). Esta técnica utiliza los primers denominados GP5+/GP6+, que
amplifican la region L1 de 37 tipos del VPH. En los ultimos afios, se ha descrito una
técnica automatizada basada en arreglos con perlas denominada xMAP®de
Luminex®, la cual tiene un principio similar al RLB. Sin embargo, se trata de una
técnica mejorada incluyendo 8 primers sentido adicionales y 2 antisentido,
denominados BSGP5+/BIO-BSGP6+, ademas de 1 juego de primers para (3-globina
denominados MSs/MSio con el fin de detectar 11 tipos virales mas, y la incorporacion
de un control de calidad de la muestra. La hibridaciéon ocurre en fase liquida
mediante el uso de perlas carboxiladas y la deteccion se lleva a cabo mediante un
sistema automatizado, minimizando errores en la interpretacion de los resultados
(Garcia et al., 2010).

Otra técnica para uso diagnostico in vitro, es la HC2 High-Risk HPV DNA Test, con

la tecnologia Hybrid Capture 2 (HC2) es un ensayo de hibridacion de acidos

nucleicos mediante amplificacion de la sefial y uso de quimioluminiscencia en

microplaca para la deteccidon cualitativa de 13 tipos de VPH AR en muestras

cérvicouterinas (QUIAGEN, 2008). Recientemente se ha desarrollado una plataforma
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automatizada para HC2 llamada The Rapid Capture System (RCS), que consiste en un
procesador robotizado de microplacas de 96 pozos que permite analizar un total de
352 muestras (4 microplacas) en un tiempo 6ptimo de 8 horas (Gutiérrez, 2011). En
este sentido cabe mencionar un nuevo formato de la prueba de captura (HC3), que
permite detectar y discriminar infecciones por tipos virales relacionados, como VPH
18 y 45 o 16, 31 y 35. Presenta mayor especificidad debido al uso adicional de la
sonda de oligonucledtidos de captura marcados con biotina, que hibridan en
regiones de secuencia uinicas del DNA de genotipos blanco. La HC3 es tan sensible
como HC2, sin embargo, es mas especifica en la deteccion y diferenciacion de estos
genotipos (Gutiérrez, 2011).

Otra técnica molecular es la deteccion de RNAm de E6/E7 y la presencia de actividad
oncogénica en muestras cervicales, que puede ser efectuada mediante NASBA Real
Time (Nucleic acid sequence-based amplification). Este método tiene como ventaja la
deteccion y genotipificacion simultanea con lo cual se minimiza el riesgo de
contaminacion. Se trata de un método estandarizado, disponible comercialmente,
ademas cuenta con la aprobaciéon de la comunidad europea, la principal ventaja de
este tipo de deteccion es el valor clinico predictivo. La deteccion de RNAm puede ser
efectuada también por técnicas home made como la RT-PCR (Gutiérrez, 2011).

Es importante mencionar que la comunidad cientifica hoy en dia se esta enfocando
en el estudio de las proteinas (protedmica), como una herramienta para la
investigaciéon del origen, desarrollo y prevencion de enfermedades incluyendo
cancer. Las alteraciones en la expresion de proteinas producto de las
transformaciones malignas, pueden ser monitoreadas mediante el andlisis de los
perfiles proteicos que a su vez brindan informacién para un prondstico y diagndstico
mas efectivos. Por tanto, la protedmica del cancer incluye el andlisis cuantitativo y
cualitativo de las proteinas expresadas diferencialmente (biomarcadores) de los
tejidos normales, pre-malignos y malignos. Los biomarcadores actualmente
desarrollados pueden agruparse como sigue: (1) Marcadores de expresion de
oncogenes de VPH (RNAm y proteinas), (2) Marcadores de proliferacion celular (Ki-
67, TOP2a, y pl16) y (3) Marcadores de inestabilidad cromosdémica (aumento del
brazo del cromosoma 3q) (Gutiérrez, 2011). Con relacién a la protedmica p16, es el
candidato mdas prometedor como biomarcador, ya que se trata de una proteina del
ciclo celular que se expresa en relacion con la quelaciéon de pRb, por la acciéon de la
oncoproteina E7, por lo que su expresidn se relaciona directamente con la infeccion
de VPH AR (Wentzensen et al., 2006; Gutiérrez, 2011).

Sin embargo, aunque muchos de estos métodos son costosos y laboriosos, es
importante evaluar su introduccién en el tamizaje del CCU por lo que recientemente
se han descrito métodos de tipificacion basados en PCR que deben acompanarse de
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otros procedimientos para determinar el tipo viral, una de estas metodologias es la
anteriormente mencionada Reverse Line Blot (RLB) (Farfan, 2009).

2.5 Factores de riesgo en CCU

La deteccién de VPH AR es necesaria, pero no suficiente para determinar el riesgo
de desarrollar cancer cervical. Muchos estudios demuestran que la progresién a
cancer cervical depende de una variedad de factores adicionales, sin embargo, existe
una fuerte evidencia epidemioldgica y bioquimica compatible, respecto a la
asociaciéon de infeccion por parte de determinados subtipos de VPH AR (como son
VPH 16, 18, 31, 33 y 45) con el desarrollo posterior de CCU (Chen et al., 2000; Stanley,
2001). Otros factores importantes en el desarrollo de cancer cervical, son: el nimero
de companeros sexuales, edad de inicio de las relaciones sexuales, uso de
anticonceptivos orales, infecciéon con otros organismos de trasmision sexual, el
habito de fumar y la paridad multiple (Burd et al., 2003).

2.5.1 Numero de compaferos sexuales. Estudios epidemiologicos han
revelado que el riesgo de contraer una infeccién genital por VPH y posterior
desarrollo de CCU esta mayormente influenciada por la actividad sexual (Burd,
2003). La conducta sexual presenta una relaciéon directa con el riesgo de padecer
lesion intraepitelial cervical en la medida en que aumenta la probabilidad de
exposicion al VPH (Bosch et al., 2002; Ortiz et al., 2004). La promiscuidad sexual del
hombre también es un factor de riesgo ya que en sus multiples contactos sexuales se
contamina con el VPH que trasmite después a su pareja. En poblacion de
trabajadoras sexuales la frecuencia de VPH AR es 14 veces mas alta que en la
poblacién general (Bosch et al., 2002).

2.5.2 Edad de inicio de las relaciones sexuales. La actividad sexual a temprana
edad también supone una persona en mayor riesgo. Se han reportado hasta 7,2
neoplasias malignas del cuello uterino en las mujeres que iniciaron sus relaciones en
la adolescencia, respecto a cada cancer cervical detectado en mujeres que lo hicieron
en edad adulta (Rosell ef al., 2007). Autores como Pachén del Amo, 2007, plantean
que la frecuencia de infeccion por el VPH estd asociada a la edad, y resulta ser mas
alta en las edades al inicio de las relaciones sexuales (entre los 15-25 anos de edad)
relacionado con el patron de la actividad sexual. En la adolescencia los tejidos
cérvicouterinos resultan ser mas susceptibles a los carcindgenos y si ademas existe
un agente infeccioso relacionado, el tiempo de exposicion a este serd mayor, ademas
se cree que la exposicion a factores de riesgo cuando el primer contacto sexual se
tiene a los 17 afios 0 menos, es 2,4 veces mayor que cuando se lo ha tenido a los 21
anos (Delgado et al., 2011).

41



2.5.3 Uso de anticonceptivos orales. Uno de los cofactores asociados
repetidamente con el riesgo de desarrollar neoplasias relacionadas con el VPH, es el
uso prolongado de las hormonas esteroides. Algunos autores sefialan que los
anticonceptivos orales pueden actuar junto con los agentes que se transmiten
sexualmente como el VPH, en el desarrollo de cancer cervical (Sarduy, 2008). Existen
regiones de regulacion de la trascripcion del DNA viral que contienen elementos de
reconocimiento hormonal, lo que influye en la transcripcion génica del virus y en la
expresion de dos genes de integracion viral el E6 y el E7. Estas hormonas tienen
efectos sobre determinados genes que intervienen en la regulacion del ciclo celular y
la apoptosis asi como su papel en la inhibicidn de la efectividad del sistema inmune
contra las lesiones inducidas por VPH (Sarduy, 2008; Castro et al, 2011).
Investigaciones epidemioldgicas sugieren que tras un diagndstico de displasia, en
aquellas mujeres que utilizan anticonceptivos hormonales, la progresién a carcinoma
in situ es mas rapida (Molano et al., 2002).

2.5.4 Infeccion con otros organismos. Se ha reconocido la infecciéon por
Chlamydia como un importante factor de riesgo para la infeccién y progresion al
cancer asociado con VPH. Otros agentes biologicos causantes de enfermedades
cérvicovaginales son: hongos como Candida albicans; protozoarios como Trichomonas
vaginalis; bacterias entre ellas Neisseria gonorrhoeae, Gardnerella vaginalis y virus como
el VPH y el virus del herpes simple (Navarro y Marin, 2010).

La presencia de T. vaginalis se asocia a la aparicién de la infeccion por VPH y puede
actuar como transportador de particulas virales hacia el interior de las células del
epitelio vaginal. Existe una fuerte asociacion entre la trichomoniasis y la neoplasia
cervical y se considera que 2 a 4% de todas las neoplasias cervicales son
consecuencia de la co-infeccidn por T. vaginalis (Rojas et al., 2004).

Por otro lado, la candidiasis vulvovaginal, causada por C. albicans es mas comun en
mujeres embarazadas y con otros factores predisponentes. Las infecciones pueden
ser por modificacion de la microbiota vaginal o por disminucién de las defensas
inmunitarias del hospedero, uso de anticonceptivos orales o terapia de reemplazo
hormonal (Garcia et al., 2006; Navarro y Marin, 2010).

Dentro de las infecciones encontradas en muestras cérvico-vaginales se tiene la
vaginosis bacteriana que es una infeccion asociada con la alteracion de la microbiota
normal, condicién que influye en el riesgo a padecer alguna otra ETS, VIH y
complicaciones como enfermedad inflamatoria pélvica (Munoz et al., 2009). En la
lectura por citologia la sensibilidad para la deteccidon de la vaginosis bacteriana varia
del 55% al 93% y la especificidad varia del 94% al 98% en comparaciéon con la
valoracion de tincién Gram (Denslow et al., 2013).
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Se considera la infeccion por VPH y el Virus Herpes Simplex-VHS como factores
iniciadores de la accion carcinogénica, asi como otras ITS, entre las cuales estan, los
condilomas, Trichomonas, Chlamydias y sifilis (Alvarez, 2008). Existen estudios que
no han podido demostrar una relacion directa entre VHS-2 y cancer cervical, sin
embargo, otros autores han indicado que el VHS-2 en co-infeccién con virus del
papiloma humano, se convierte en un factor potencial de riesgo en el desarrollo de
cancer cervical (Carrero ef al., 2006).

La actinomicosis es una enfermedad causada por Actinomyces, caracterizada por la
formacién de abscesos, fistulas y tejido denso fibroso. Actualmente se discute si la
bacteria que causa esta enfermedad es o no un saprofito de la vagina. Tiene como
signo macroscopico visible la formacion de granulos de azufre en el pus o tejido
comprometido (Navarro y Marin, 2010). Aparentemente el papel patogeno de
Actinomyces no es trascendente en el cuello uterino, sin embargo se ha manifestado
como un factor importante en la etiologia de la enfermedad pélvica inflamatoria
(Alonso, 2005).

2.5.5 Tabaquismo. El consumo de cigarrillo se relaciona con un mayor riesgo
de padecer cancer de cérvix (Stanley, 2001). En un estudio realizado por Rosell et al.,
2007; reportaron que el CCU es mas frecuente dentro del grupo de mujeres con el
habito de fumar con respecto a aquellas mujeres sin este habito. La exposicion al
tabaco puede afectar la habilidad del hospedero para mantener una respuesta
inmune local efectiva contra la infeccién viral, ya que como se ha reportado en la
literatura, el habito de fumar, puede reducir el nimero de células de Langheran y
otros marcadores de funcién inmunoldgica, ademdas fumar expone al cuerpo a
numerosas sustancias quimicas cancerigenas que afectan otros organos diferente a
los pulmones, al respecto se han detectado subproductos del tabaco en la mucosidad
cervical de mujeres fumadoras (Delgado et al., 2011).

2.5.6 Numero de embarazos. El numero de embarazos, favorece la aparicion
de cancer, ya que la mujer en esta etapa tiene cierto grado de inmunosupresion y por
ello mientras mas veces se encuentra bajo esta condicién, mayor es la posibilidad de
infeccion por VPH y consecuente progresion a cancer (Delgado et al., 2011). Asi, las
mujeres que han tenido muchos embarazos completos, se exponen a un riesgo
mayor de padecer CCU, no se conoce realmente la razén de esto, pero, segin la
Sociedad Americana contra el Cancer., 2013, considera que puede deberse a una
mayor exposicion al VPH por medio del contacto sexual sin proteccion asi como a la
afectacion de los tejidos implicados en este proceso.
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2.5 7 Citologia convencional. El principal método el tamizaje de VPH siendo
la prueba de Papanicolaou-manchado, llamado asi por el patdlogo George
Papanicolaou, quien dio a conocer este método en 1949, antes de que se conociera la
causa del CCU (Papanicolaou, 1949; Burd, 2003). La prueba de Papanicolaou (Pap) es
una herramienta de evaluacion que busca cambios en las células de la zona de
transformacion del cuello uterino (Burd, 2003). Para la clasificacion de las lesiones, la
prueba de Papanicolaou se apoya en el sistema de informaciéon Bethesda que fue
introducido en 1988, con el cual se evalua la arquitectura del tejido para dar un
informe descriptivo con la terminologia de diagnodstico (Burd, 2003). Esta prueba
tiene una especificidad de 95% y una sensibilidad de 75%, su repeticion puede
disminuir la tasa de falsos negativos de 1 a 2% (Rodriguez et al., 2009).

Con la citologia una evaluacion anual de manera optima permitiria prevenir hasta
un 70% de las neoplasias cervicales. Sin embargo, el método tiene limitaciones
importantes entre las cuales se tiene el impedimento de una automatizacion
completa de la técnica, variaciones constantes de la sensibilidad, debido al error del
muestreo donde pocas células son colocadas en el frotis, altas tasas de falsos
positivos y negativos alrededor de un 20-30%, el error humano en la toma de las
muestras y la interpretaciéon subjetiva (Burd, 2003; de Larrea et al., 2012). Otro
problema asociado a la citologia, son los reportes de ASCUS, que significa, células
atipicas escamosas de significado indeterminado, ver Figura 5, su reporte varia de 5-
10% de las pruebas de Papanicolaou. Este hallazgo citoldgico es sugestivo pero no
concluyente de la lesiéon escamosa intraepitelial, lo que genera incertidumbre en la
decision a tomar (de Larrea et al., 2012). En el sistema Bethesda el término ASCUS, se
ha indicado para clasificar aquellas alteraciones citoldgicas equivocas las cuales no
permiten descartar la presencia de una lesidon intraepitelial, pero tampoco es
suficiente para determinar la presencia de alguna de estas lesiones (de Sanjosé y
Garcia, 2006).
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Figura 5. Atipia de células escamosas (ASC-US). Célula con nticleo crecido dos y
medio veces su tamafno normal, pero sin reforzamiento de la membrana nuclear.
Fuente: Alonso et al., 2005.
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3. METODOLOGIA

3.1 Descripcion de la poblacion de estudio

Este estudio se realiz6é en un periodo de dos afos, en el cual se incluyeron mujeres
sin anormalidad citoldgica que aceptaron participar en el estudio mediante la firma
de un consentimiento informado, quienes cumplieron con los criterios de inclusion,
pertenecientes a la Empresa Social del Estado Pasto Salud-ESE. Para la inclusién de
estas muestras, de las 23 IPS pertenecientes a Pasto Salud ESE se seleccionaron 8 IPS
al azar distribuidas en cuatro zonas: norte, sur, oriente y occidente del municipio de
Pasto. La muestra para los andlisis de laboratorio consistiéo en el remanente del
cepillado cervical (muestra fresca).

La seleccion de la poblacion de mujeres con anormalidad citologica se realizd a
través de una exhaustiva revision de todos los reportes de patologia en un periodo
de 24 meses hasta diciembre de 2013. Se incluyeron 32 biopsias de mujeres que
cumplieron con los criterios de inclusidn, provenientes de Pasto y diagnosticadas
con algun grado de anormalidad LIEBG y LIEAG para CCU en Patdélogos Asociados
LTDA.

Figura 6. Mapa del Municipio de Pasto, donde se ubican los sitios de inclusion de las
muestras. Fuente: Google Earth.

46



3.1.1 Consideraciones éticas. Para todos los procedimientos se tuvieron en
cuenta los aspectos éticos y legales de la investigacion en seres humanos: Resolucion
N© 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de la Republica de Colombia. Los
formatos de consentimiento informado y retiro voluntario (Anexo A), se sometieron
debidamente y fueron avalados por los comités de ética de las instituciones
participantes. Para el registro de la informacién poblacional se manejaron normas de
estricta confidencialidad dado que los datos fueron obtenidos a partir de las historia
clinica prevencién de cancer (Anexo B) y formatos de resultado de citologias (Anexo
C) e informe de patologia, debidamente validados por Pasto Salud ESE y Pato6logos
Asociados LTDA, respectivamente.

3.1.2 Criterios de inclusion. Mujeres en el rango de 18 - 80 afios de edad,
activas y no activas sexualmente, no histerectomizadas con y sin carcinoma cervical.

3.1.3 Criterios de exclusion. Mujeres histerectomizadas y fuera del rango de
edad.

3.1.4 Variables poblacionales contempladas en el estudio.
- Clinicas: Resultado de la citologia, resultado del informe de patologia
- Sociodemograficas: Edad y niumero de compafieros sexuales
- Ginecobstétricas: Uso de anticonceptivos orales y co-infeccion
- Variables de laboratorio: Deteccion y tipificacion molecular de VPH Reverse Line
Blot (RLB), PCR L1+Secuenciacion.

3.1.5 Tamafio de la muestra. Se estim6 con base en el marco de muestreo
calculado para el estudio macro titulado “Marcadores moleculares vy
epidemioldgicos en la infeccion por VPH y su relacion con el CCU en mujeres
sisbenizadas del Municipio de Pasto”. Para tal investigacion, para definir el n de
mujeres sanas se tomo6 como base el nivel de cobertura de citologias reportada por
Pasto Salud ESE para el Municipio de Pasto en los afios 2008-2009 y se calculd de 616
muestras, con un 95% de confianza. Para efectos de esta investigacion se incluyé un
n=160. Para obtener el tamafio de muestra de mujeres con anormalidad citoldgica se
realizé la revision de todos los reportes de patologia de los afios 2012-2013 remitidos a
Patélogos Asociados LTDA, de los cuales se encontraron 32 muestras de mujeres que
cumplieron con los criterios de inclusion. Para un total de muestras analizadas de
192.

3.2 Registro de informacidn, inclusiéon de muestras, transporte y conservacion

3.2.1 Registro de informacién poblacional. Con la informacion proveniente de
la historia clinica prevencién de cincer, formato de resultados de citologias y revisién
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del informe de patologia, se construyd una base de datos en Excel® y se consigno la
informacion de las siguientes variables poblacionales: edad, nimero de comparieros
sexuales, uso de anticonceptivos orales, co-infeccion con otros organismos, resultado
de las citologias, resultado de patologia y resultados de tipificacion molecular
mediante RLB y PCR-L1+ Secuenciacién.

3.2.2 Andlisis univariado. La unidad de andlisis estuvo representada por cada
una de las mujeres ingresadas al estudio. Con la informacién de las variables
sociodemograficas, ginecoobstétricas, clinicas y de laboratorio se realiz6é un analisis
descriptivo univariado, los resultados se presentan en tablas de distribucion de
frecuencias y porcentajes.

3.2.3 Inclusién de muestras. A partir de mujeres sin anormalidad citoldgica se
tomé una muestra de cepillado cervical con citocepillo estéril, bajo los
procedimientos validados en las instituciones de salud. Esta muestra se utilizé para
dos propdsitos:

(i) A partir de la muestra de cepillado cervical se realizé un extendido en placa
de vidrio, fijacién, coloraciéon y posterior lectura de citologia. Este
procedimiento lo realizd6 personal designado por Pasto Salud-E.S.E. La
clasificaciéon de las citologias se realizd con base en 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 cdncer de cuello
uterino (CCU).

(ii) A partir del remanente de cepillado cervical se realizé el estudio de
tipificacion molecular de VPH.

A partir de mujeres diagnosticadas con algin grado de anormalidad citologica se
seleccionaron biopsias embedidas en parafina, con ayuda de un Patélogo se
selecciond la zona de transformacion y se obtuvieron cortes de 3 micras mediante
procedimientos de desparafinizacion y fijacién en placas de vidrio. Todas las placas
se llevaron al laboratorio de Medicina de la Universidad de Narifio y se almacenaron
a temperatura ambiente en oscuridad. Todas las biopsias se procesaron para
tipificacion molecular de VPH.

3.3 Procesamiento de muestras para tipificacion molecular de VPH
El andlisis de la calidad de las muestras asi como la detecciéon y tipificacion
molecular de VPH en las muestras de cepillado cervical, se llevd a cabo los

laboratorios de Farmacogenética del Céncer, Instituto de Biotecnologia de la
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Universidad Nacional de Colombia sede Bogotd y laboratorio de Biologia Molecular,
Seccion de laboratorios Especializados, Universidad de Narifio. Para las muestras de
biopsias todos los procedimientos se realizaron en los laboratorios de la Universidad
de Narifio.

Una vez se recibio el remanente de cepillado cervical, se depositdé en tubos
eppendorf de 1,5 ml con 450 ul de buffer fosfato salino PBS 1X y timerosal al 0,05%,
se codific6 debidamente y se transportd al laboratorio de Medicina de la
Universidad de Narifio, donde se almacenaron a 4°C hasta su posterior uso.

Las biopsias se obtuvieron a partir de bloques fijados en parafina de los cuales se
ubicé la zona de anormalidad, se realizé un corte 3-4 micras, desparafinacién a 70 °C,
fijacion en placa y rehidratacion en alcohol al 90, 80, 70 y 60%. Una vez obtenido el
corte de tejido fijado en placa este fue removido en fase himeda y se deposito en
tubos eppendorf con 200 ul de PBS 1X y timerosal al 0,05% para su posterior
transporte y almacenamiento en las condiciones descritas anteriormente.

3.4 Andlisis de calidad de las muestras mediante PCR (3-globina.

Preparacion de muestras para analisis de calidad. El primer paso fue la obtencién de
un lisado celular para lo cual, el remanente de cepillado cervical y dos cortes de 3
micras de las biopsias depositadas en buffer se procesaron de manera independiente.

Obtencion de lisado celular a partir del remanente de cepillado cervical. una vez
resuspendidas las muestras en PBS 1X y timerosal 0,05%, se homogenizaron y se
llevaron a denaturar a 90 °C en bafio seco [Major Science] durante 10 minutos.

Obtencion de lisado celular a partir de biopsias. De cada muestra fijada en placa de
vidrio, se desprendieron dos cortes de 3-4 micras, se depositaron en 200 ul de PBS 1X
y timerosal al 0,05%, se les adiciond 1 pl de proteinasa K (10mg/ml) y se incubaron a
37°C overnight (aproximadamente 13 horas). Para la denaturacion, a partir de éste
lisado se tomaron 50 pl, se homogenizaron con vortex y se llevaron a 90°C durante
10 minutos. Todos los lisados celulares se conservaron primero a 4 °C y luego a -20
°C, hasta ser utilizadas en las pruebas de deteccion y tipificacion molecular.

3.4.1 Evaluacion de la calidad de muestras mediante amplificacion por
PCR/HHB. Este paso metodoldgico se aplico a todos los lisados celulares (remanente
de cepillado cervical y biopsias) obtenidos en el numeral 3.4. La deteccion del gen (3-
globina, constitutivo de toda célula eucariota, es un marcador que permite verificar
presencia de inhibidores, asi como la presencia/ausencia de DNA en las muestras
humanas (Aguayo ef al., 2002). A partir del lisado celular se realizé la amplificacion
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por PCR de un fragmento de 110 pb del gen de (3-globina humano (HHB) utilizando
los primers PCO3/PCO4 descritos por Saiki et al., 1985, mostrados en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencia de primers PCO3/PCO4 para PCR/HHB.

Primers Secuencia (5'--3") Fragmento amplificado

PCO3 (sentido) =~ ACACAACTGTGTTCACTAGC

PCO4 (antisentido) CAACTTCATCCACCTTCACC
Fuente: Saiki et al., 1985.

110 pb

Ademas por confirmacién bioinformatica realizada por Sanchez y Suarez, 2012. En la Figura
7 se muestra el sitio de anillamiento especifico, la localizacion en la cadena 5y 3’en el gen f3-
globina.

57 ACA GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGGTGCATCTGACTCCTG
ACACAACTGTGTTCACTAG - —-me T

PCO3 o e

.-
AGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCC... 37
GGTGAACGTGGATGAAGTTG
PCO4

Figura 7. Anillamiento de primers PCO3 y PCO4 en el gen B-globina humano,
posicion 13 ntA a 123 ntG. Fuente: Sanchez y Suarez, 2012.

Condiciones de reaccion PCR/HHB: Todas las condiciones se desarrollaron con base
en la metodologia descrita por Garcia et al., 2010. La preparacion de la mezcla de
reaccion se realizé bajo estrictas condiciones de asepsia y bioseguridad. Los
componentes, cantidades y concentraciones de la mezcla de reaccion se presentan en
la Tabla 3. Para todos los procedimientos se utilizd agua tipo 1 (ultra pura), libre de
DNAsas y RNAsas.

Tabla 3. Mezcla de reaccion para PCR/HHB.

Reactivo Volumen pL
Lisado celular 5

Buffer (1X) 2,5
dNTPs(200 mM) 0,75
MgCl2 (3,0 mM) 3,0
Primer PCO3 (1uM) 0,75
Primer PCO4 (1uM) 0,75
Taq polimerasa (1,25 U) 0,2

Agua ultra pura 12,05

Volumen de reaccion final 25 uL

Fuente: Garcia et al., 2010.
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Programacion del termociclador. Las reacciones de amplificacién se llevaron a cabo en un
termociclador MyCycler™ (Biorad®) para las muestras de citologia y en un termociclador
MyGenie96 Thermal Block BioNeer para las muestras de biopsia con el ciclo de amplificacién
descrito en la Tabla 4.

Tabla 4. Ciclo de amplificaciéon PCR/HHB.

Ciclo de PCR/HHB Paso Temperatura  Duracion
Denaturacién inicial 94 °C 4 min.
Denaturacion 94 °C 30 seg.
(40 ciclos) Hibridaciéon 52 °C 30 seg.
Extension 72 °C 1 min.
Extension Final 72 °C 4 min.
Hold 4°C oo

Fuente: Garcia et al., 2010.

3.4.2 Verificacion de los productos de PCR/HHB mediante electroforesis en
gel de agarosa. Todos los productos se verificaron en geles de agarosa al 1,5% tefiidos con el
colorante Sybr safe Invitrogen™ (0,5ul/50ml) para las muestras de citologia y, tefiidos con el
colorante EZ-vision ® IN GEL, 10000X Amresco (5ul/50ml) para las muestras de biopsia. La
corrida electroforética se llevd a cabo en el equipo Biorad® Power PAC 3000. Como buffer de
corrida se utilizo TBE 1X, la corrida electroforética se llevd a cabo bajo las siguientes
condiciones: 1 hora, 80V, 50A y 100mA. La visualizaciéon del gel se realizé con luz UV en
transiluminador DyNA Light Dual Intensitivy UV Trans Illumination LABNET National
Labnet Company.

3.4.3 Interpretacion de resultados PCR/HHB. Las muestras se consideraron
positivas para -globina cuando se observd una banda del tamafio esperado (100 pb),
compatible con el marcador de tamafio molecular GeneRuler™ Ultra Low Range DNA
Ladder (10-300bp) y se interpreté como negativo en ausencia de banda. Para garantizar la
calidad en la lectura de resultados y la ausencia de contaminacién se utilizé6 como blanco
agua tipo I ultra pura. A todas aquellas muestras de cepillado cervical positivas para [3-
globina se les realizo la tipificacion molecular mediante RLB de acuerdo con la metodologia
descrita por Van den Brule et al, 2002 y mediante PCR-L1+Secuenciacion DNA segtn
modificaciones al RLB evaluadas en esta investigacién. Aquellas muestras (-globina
negativas se descartaron y no se utilizaron para ninguno de los analisis posteriores.

3.5 Deteccion y tipificacion molecular de VPH. La tipificaciéon molecular de
VPH se llevé a cabo en la primera parte del estudio mediante RLB segun
metodologia desarrollada por Van den Brule et al., 2002 y posteriormente se evalu6
una modificacion al RLB consistente en PCR-L1+Secuenciacion DNA adaptada en
esta investigacion.
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3.5.1 Tipificacién mediante Reverse Line Blot. Esta metodologia consistio en la
amplificaciéon mediante PCR GP5+/BioGP6+, activacion de membrana y bloqueo e
hibridacién RLB.

Amplificaciéon GP5+/Bio-GP6+ de VPH. A todas las muestras del lisado celular del
remanente de cepillado cervical, B-globina positivas, se les amplificé un fragmento
de 150 pb de la region L1 del VPH utilizando los primers GP5+/Bio-GP6+, éste
ultimo marcado con biotina. Estos primers se seleccionaron con base en lo reportado
por Gravitt ef al., 2008 y Van Den Brule et al., 2002. En la Tabla 5 se presentan las
secuencias de los primers utilizados para la amplificacion de la region L1 de VPH y
en la Figura 8, se muestran los sitios de anillamiento de los primers GP5+ y Bio-
GPo6+.
Tabla 5. Secuencia de los primers GP5+/GP6+.

Primers Secuencia (5'--3) Fragmento amplificado
GP5+  TTTGTTACTGTGGTAGATACTA
GP6+ GAAAAATAAACTGTAAATCATA

Fuente: Gravitt et al., 2008.

150 pb

5 AATTATTTGTITACTGTGGTAGATACTACTCCCAGTACCAATT IAACAATATGTGC'ITCTAC
TTTGTTACTGTGGTAGATACTA -
GP5+

-
2 CCAAMATTTAAGCAGTATAGCAGACATGTIGAGGAATATGATTITACAGTITATITITCAG...3"
TATGATTTACAGTTITATITITC
GPG+

Figura 8. Representacion del sitio de anillamiento de los primers GP5+ y GP6+ en el
genoma de VPH 18, posicién 6.600 ntA a 6.744 ntG. Fuente: Sanchez y Suarez, 2012.

Condiciones de reacciéon PCR GP5+/Bio-GP6+. Todas las condiciones se desarrollaron de
acuerdo con la metodologia descrita por Garcia et al., 2010 y Sanchez et al., 2013. En la Tabla
6, se presentan los componentes, las concentraciones y cantidades de la mezcla de reaccion.
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Tabla 6. Mezcla de reaccidn para la PCR GP5+/Bio-GP6+.

Reactivo Volumen ul
Lisado celular 10
Buffer (1X)
dNTPs(200 uM) 1
MgCl2 (3,0 mM) 3,0
Primer GP5+ (1uM) 0,25
Primer bio-GP6+ (1uM) 0,25
Taq polimerasa (1,25 U) 0,2
Agua ultra pura 30,3
Volumen de reaccion final 50 ul

Fuente: Garcia et al., 2010.

Programacion del termociclador. La reaccion de amplificacion se llevé a cabo en
termociclador My Cycler™ (Biorad®) bajo el ciclo de amplificaciéon que se presenta en la
Tabla 7.

Tabla 7. Ciclo de amplificacion para PCR GP5+/Bio-GP6+.

Ciclo de PCR Paso Temperatura Duraciéon
GP5+/Bio-GP6+
Denaturacion inicial 94 °C 4 min.
Denaturaciéon 94 °C 1 min.
(40 ciclos) Hibridaciéon 40 °C 2 min.
Extension 72 °C Ns
Extensién Final 72 °C 4 min.
Hold 4°C oo

Fuente: Garcia et al., 2010

Una vez obtenidos los productos de PCR GP5+/Bio-GP6+, se almacenaron primero a
-4 °C y luego a -20°C. Este paso puede ser obviado si se contintia directamente el
RLB.

Activacién de la membrana. Este paso se realizé para unir covalentemente las
oligosondas denaturadas tipo especificas de VPH, a la membrana de nylon Biodyne
C, cargada negativamente. Para ello, la membrana se deposité en 1,6g de EDAC
diluido en 10 ml de H:O destilada (16% peso/volumen) [l-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide; Sigma, St. Louis, Mo.] durante 10 minutos, en
recipiente plastico, con agitacion manual y, a temperatura ambiente. La membrana
se dispuso en un sistema miniblotter (MN 45; Immunetics) y se depositaron sobre
ella en lineas paralelas las 37 oligosondas; se llevo a incubacion por un minuto a

53



temperatura ambiente y se aspiraron los canales del miniblotter para eliminar exceso
de liquido (Van Den Brule et al., 2002).

Para evitar inespecificidad, la membrana se deposité en un recipiente plastico y se
bloquearon los sitios inespecificos con 100 mM NaOH durante 8 minutos a
temperatura ambiente. Por tltimo se realiz6 un lavado rapido con H20 destilada y
otro lavado con SSPE 2X Invitrogen™ (SSPE 1X 0,18 M NaCl, 10 mM NaH:PO4 y 1
mM EDTA [pH 7,7]) suplementado con 0,1 % SDS (Sodium dodecyl sulfate) Sigma a
60°C por 5 minutos. En la Tabla 8 se presentan las secuencias de las sondas unidas
covalentemente a la membrana utilizadas para la hibridacion RLB y posterior
revelado (Van den Brule et al., 2002).

Tabla 8. Secuencia de las 37 oligosondas usadas para tipificacion de VPH mediante

RLB.
Tipo Secuencia 5'-3’ Tipo Secuencia 5’-3
VPH 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 (MM?7) TACACAGGCTAATGAATACA
44 TACTAGTGAACAATATAAGCA 84 (MMS8)  TGCTACCAACACCGAATCA
45 TAATTTAACATTATGTGCCTC 82/1539 TGCTACTCCATCAGTTGC
51 TGCTGCGGTTTCCCCAA CP6108 CTTCCCAGTCTGCCACA
52 GAATACCTTCGTCATGGC 71 (CP8061) TGCTACCAAAACTGTTGAG

53 TGTCTACATATAATTCAAAGC 81 (CP8304) GCTACATCTGCTGCTGC
54 CACGCAGGATAGCTTTAAT

Fuente: Van den Brule et al., 2002.

Hibridacion de las sondas con los productos de PCR GP5+/Bio-GP6+. Para ésta
hibridacion se prepar6 una mezcla de 10 pl de amplificado PCR GP5+/Bio-GP6+ con
150 ul de solucién de hibridaciéon SSPE 2X/0,1% de SDS, se denaturd por 10 minutos
a 99°C en bafio seco Major Science y se sirvid en el sistema miniblotter de forma
perpendicular a la ubicacién de las sondas y se llevo al horno de hibridacion [Roller-
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Bloth Hybridiser HB-3D® Techne®] durante 1 hora a 42°C. Como control positivo se
utilizé plasmido de VPH 33 y como blanco, agua tipo I ultrapura (Van Den Brule et
al., 2002).

Incubacién y lavados de la membrana. Una vez realizada la hibridacion de las
sondas y los productos de PCR GP5+/Bio-GP6+ se realizaron dos lavados de la
membrana con 100 ml SSPE 2X 0,5% SDS a 53°C por 10 minutos para eliminar
cualquier hibridacion inespecifica. Para garantizar la visualizacion de las sefales de
hibridacion, la membrana se incubd por 45 minutos a 42°C con una dilucién 1:4000
del conjugado estreptavidina peroxidasa POD (Roche®), el cual se une a la biotina
del primer BioGP6+ marcado, para este paso se utilizaron 5 pl de conjugado mas 20
ml de SSPE 2X 0,5% SDS. Posterior a este procedimiento, se realizaron dos lavados
cada uno con 100 ml de SSPE 2X 0,5% SDS por 10 minutos a 42°C en botella de
hibridacion Schott® y dos lavados en SSPE 2X por 5 minutos a temperatura
ambiente en cubetas de plastico (Van Den Brule et al., 2002).

Deteccion y revelado. La deteccion de la hibridacion entre las muestras denaturadas
y las oligosondas se realizd con el kit ECL Western Blotting sustrato (Thermo
Scientific Pierce™), basado en el marcaje con peroxidasa y la deteccion por
quimioluminiscencia. Para ello, la membrana fue incubada durante 2 minutos con 10
ml de ECL en una relacion 1:1. Finalmente, se realizé el revelado para lo cual, la
membrana se expuso a una pelicula de autoradiografia (Amersham Hyperfilm™
ECL™) en un cassette de revelado durante una hora. Transcurrido este tiempo de
exposicion la pelicula fue revelada en el equipo Medical Film Procesador modelo
SRX-100 A [Konica Minolta Medical y Graphic, Inc], en condiciones de total
oscuridad (Van Den Brule ef al., 2002).

Reutilizacion de la membrana-Stripping. Para utilizar repetidamente la membrana, se
realizaron dos lavados cada uno con 100 ml de SDS 1% a 80°C por 15 min, seguido
de una incubacién en 100 ml de EDTA 20mM Invitrogen™ a temperatura ambiente
por 15 minutos y almacenamiento en bolsa ziploc a 4°C hasta su posterior uso (Van
Den Brule et al., 2002).

Interpretacion de resultados RLB. Una muestra se consider6 positiva para un tipo
determinado de VPH, cuando se observo en el film de revelado, un punto de
hibridacion definido (Spot) en la interseccion de las sondas para cada tipo viral y el
producto de PCR; se considerd positiva para una infeccion multiple por VPH cuando
se observo en la pelicula dos o mas Spot de hibridacion y se consideré negativa
cuando no hubo Spot en la interseccion.
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3.5.2 PCR-L1 GP5+/GP6+ y Secuenciacién de DNA.

Teniendo en cuenta la necesidad de confirmar los resultados obtenidos mediante
RLB, se decidié repetir para todas las muestras la PCR-L1 del RLB y hacer la
correspondiente verificacion electroforética, para ello se utilizaron los primers
GP5+/GP6+ este ultimo sin marcaje con biotina sintetizados por Gentech [Genetics &
Technology]. El procedimiento consistié en: PCR-L1 GP5+/GP6+ a partir de lisado
celular, verificacion electroforética, secuenciacién y andlisis de secuenciacién. Lo
anterior permitié evidenciar resultados no detectados en la hibridacién del RLB. Por
tanto se decidié evaluar una modificacion a esta técnica mediante la aplicacion de la
siguiente metodologia:

PCR-L1 GP5+/GP6+ a partir de muestras (3-globina positivas. Se utilizé lisado celular
obtenido de: (a) remanente de cepillado cervical de mujeres sin anormalidad o con
ASCUS (b) biopsias de mujeres con anormalidad citologica (LIEBG, LIEAG, CCU).
Se amplificd un fragmento de 150 pb de la regién L1 del VPH utilizando primers
GP5+/GP6+ (Tabla 5), la ausencia de marcaje con biotina fue necesaria para la
posterior purificacidn y secuenciacién de los productos.

Condiciones de reaccion PCR-L1 GP5+/GP6+. Estas condiciones se ajustaron
teniendo en cuenta la PCR utilizada para RLB y descrita por Garcia et al., 2010 y
Sanchez et al., 2013. Se hicieron algunas modificaciones tomando en consideracion
los siguientes aspectos: (i) La reaccién partid de lisado celular y no de DNA extraido
y purificado (ii) La cantidad de muestra utilizada para generar el lisado celular de
las biopsias fue comparativamente menor respecto a la muestra utilizada para RLB
(iii) El primer bioGP6+ utilizado en RLB, para ésta reaccion seria reemplazado por el
mismo GP6+ sin biotinilar. Asi, antes de llevar todas las muestras a PCR-L1 y
posterior secuenciacion de DNA, se modificé el volumen de reaccion y se optimizo
la concentracion de MgCl..

Volumen final de reaccion: En PCR-L1 GP5+BioGP6+ se utilizé un V=50 pL, y en la reaccién
PCR/L1 GP5+GP6+ se llevo a cabo en un V{=25uL. Por tanto, se ajustaron los volimenes de
todos los componentes de la reaccién: lisado celular 5 uL, dNTPs 0,5 uL, MgClz 1 pL, primers
2,5 uL cada uno y Taq polimerasa 0,25 pL. Cabe resaltar que las concentraciones finales son
iguales a las utilizadas en PCR GP5+/BioGP6+, excepto la concentracion de MgCl. Se utilizé
como control positivo DNA amplificado de VPH 33 y como blanco de reaccion agua tipo 1
ultra pura.

Ensayo de optimizacion del Mg*: Es bien conocido que las concentraciones de Mg+
son determinantes en una reaccion de PCR para garantizar la especificidad de la
enzima Taq polimerasa. Teniendo en cuenta el ajuste al Vf de reaccion, y, los
resultados no satisfactorios en la verificacion electroforética de PCR-L1 del RLB, se
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realizo un ensayo de optimizacion MgClz utilizando como molde DNA amplificado
de VPH 33. Los ensayos de optimizacion de Mg* se presentan en el Anexo D y las
condiciones de reaccidn ajustadas luego de la optimizacién se muestran en la Tabla
9. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador MyGenie96 Thermal Block
BioNeer bajo el ciclo de amplificaciéon descrito en la Tabla 7. Las condiciones de
reaccion se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Comparacién de las condiciones de reaccién utilizadas en PCR -L1.

PCR/L1 GP5+BioGP6+ PCR/L1 GP5+ GP6+

Reactivo Volumen (ul) Volumen (ul)
Lisado celular 10 5
Buffer (1X) 5(1X) 5(1X)
dNTPs(200 uM) 1(200 uM) 0,5(200 uM)
MgCla 3(3 mM) 1(1 mM)
Primer GP5+ (1uM) 0,25(1uM) 2,5(1pM)
Primer GPé6+ (1uM) 0,25*(1uM) 2,5(1pM)
Taq polimerasa (1,25 U) 0,2(1,25 U) 0,25(1,25 1)
8,25
Agua ultra pura 30,3
o 25 ul
Volumen de reaccion final 50 ul

*Primer GP6+ biotinilado. Fuente: Garcia et al., 2010.

Verificacion de PCR GP5+/GP6+ mediante electroforesis en gel de agarosa. Se prepard un gel
de agarosa al 1,5% con TBE 1X, tefiido con EZ-vision ® IN GEL, 10000X Amresco (5u11/50ml).
La corrida se realizd en el equipo ENDURO™ Power Supplies 300 voltios Labnet
International INC durante 2 horas a 80V, 50A y 100mA, y posterior visualizacion del gel en
transiluminador DyNA Light Dual Intensitivy UV Trans Illumination LABNET National
Labnet Company. Interpretacion de resultados PCR/L1 GP5+GP6+. Las muestras fueron
positivas cuando se observé una banda del tamano esperado (150 pb) compatible con el
marcador de tamafio molecular GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder (50-1000 pb). La
muestra fue negativa en ausencia de banda. Como blanco de reaccién se utilizé agua tipo I
ultra pura.

Secuenciacion de productos PCR/L1 GP5+GP6+. Las muestras PCR/L1 GP5+GP6+
positivas se enviaron a purificacion en columna con Kit Exo-SAP purification
(Quiagen) y secuenciacion de DNA en equipo ABI 3730XL en Macrogen (Korea). Asi
mismo se secuenciaron los controles de VPH 11, 6 y 33, este ultimo tipo utilizado
tanto en RLB como en PCR-L1 GP5+/GP6+ y sirvieron como control de la
secuenciacion.

Analisis de secuenciacion. Una vez obtenidas las secuencias se procedid a depurarlas
utilizando el software BioEdit disponible para libre descarga en la siguiente
direccion:  http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html; para revisar las
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secuencias reverse se utilizd la herramienta RevSeq Emboss-EMBL de libre acceso en
la siguiente direccién: http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/revseq.
Posteriormente se comprobo la calidad de las secuencias utilizando la herramienta
BioEdit Sequence Alignment Editor del programa BioEdit. La depuracién consistid
en la eliminacion de N y corte de las regiones con exceso de ruido en el
cromatograma, picos débiles o intensidad de sefial baja o inexistente, pero que por la
sensibilidad del equipo dieron lugar a sefial (errdnea). De ésta manera las secuencias
se analizaron en una longitud promedio de 108-137 pb, correspondiente al tamafo
esperado del producto de PCR/L1.

A fin de establecer las caracteristicas y poder establecer el tipo de VPH obtenido
mediante la secuenciacion de los productos de PCR se procedié a realizar
alineamientos mediante el uso de la herramienta BLASTn (Zhang et al., 2000) y
MegaBlast (Morgulis et al.,, 2008) del NCBI (National Center Biotechnology
Information) disponible en la siguiente direccion:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Para cada alineamiento se analizé el score, el
valor-e, la identidad y similitud de la siguiente manera: la disponibilidad de la
secuenciacion tanto de la cadena 5'-3’ y de su complementaria 3’-5" y el propdsito de
tipificar VPH, conllevaron a realizar el andlisis bioinformatico de las secuencias a
partir de las dos cadenas complementarias del DNA de cada muestra. Este andlisis
consistio en sucesivos alineamientos pareados entre la secuencia de cada cadena con
las disponibles en las bases de datos mediante la herramienta MegaBlast del NCBL
De cada alineamiento se tuvo en cuenta el mayor porcentaje de identidad, el mayor
Score y el menor valor-e, lo que permitié establecer el tipo viral.

3.6. Analisis de resultados

Analisis bivariado. Se realizé un analisis de los resultados de tipificaciéon y los
resultados de las variables sociodemograficas, ginecobstétricas y clinicas de la
poblacion. Este andlisis se realiz6 utilizando tablas de contingencia y el estadistico
Chi-cuadrado (x?) y para la relacion entre lesiones en CCU y la infeccion por VPH se
realizo un analisis de regresion logistica binaria.

Analisis de concordancia. Para tener una mayor representacion estadistica del
analisis bivariado, se realizé un analisis de concordancia entre los resultados de
tipificacion molecular de VPH y los resultados de la citologia utilizando tablas de
contingencia y haciendo uso del estadistico Kappa.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Para mayor claridad los resultados y la discusion se han organizado en tres partes:

(i) Descripcion general de la poblacién de mujeres en estudio y caracteristicas
poblacionales: Sociodemograficas -Edad y Numero de comparieros sexuales-;
Gineco-obstétricas-Método de planificacion e Infeccion con otros organismos-
; Clinicas -Cambios celulares reactivos asociados a inflamacion, Resultado de
citologia y Resultado del informe de patologia.

(if) Tipificacion molecular de VPH mediante RLB y Tipificacion molecular de
VPH mediante PCR/L1 GP5+GP6+Secuenciacion DNA.

(iii)  Andlisis de asociacion entre la infeccion por el VPH, caracteristicas
poblacionales y lesiones LIEBG, LIEAG y CCU.

4.1 Descripcion general de la poblacion

Se incluyé una poblacion total de 192 mujeres de las cuales 160 muestras
correspondieron a mujeres que acudieron a la toma de citologia en 8 IPS de las 23
pertenecientes a Pasto Salud E.S.E y 32 muestras de mujeres remitidas a Patoélogos
Asociados LTDA. El nimero de muestras y la distribucién de la poblacién incluida
en el estudio se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10. Muestras tomadas en IPS - Pasto Salud E.S.E y Pat6logos Asociados LTDA.

IPS de Pasto Salud E.S.E (Mujeres sin anormalidad citolégica)

Zona Sitio de muestreo # muestras
Hospital Civil 27
Norte Centro de Salud Pandiaco 24
Centro de Salud Lorenzo 15
Sur Centro de Salud Rosario 19
Centro Hospitalario la Rosa 26
Oriente Centro de Salud el Progreso 12
Centro de Salud San Vicente 20
Occidente Centro de Salud Tamasagra 17
Patdlogos asociados LTDA (Mujeres con anormalidad citoldgica)
Sitio de muestreo # muestras
Laboratorio de patologia 32
# Total de muestras 192

Fuente: Esta investigacion.
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Para todos los analisis, la poblacion se dividié en dos grupos: (1) Citologia negativa
(-) y ASCUS, mujeres pertenecientes a Pasto-Salud ESE; (2) con lesiones LIEBG,
LIEAG y CCU de Patologos Asociados LTDA. A su vez, el tipo de muestra utilizado
para los analisis de laboratorio del grupo (1) fueron cepillados cervicales (muestra
fresca) y para el grupo (2) fueron biopsias embebidas en parafina (procedente del
banco de muestras).

4.1.1 Anadlisis de las caracteristicas poblacionales de las mujeres con citologia
(-) y ASCUS

Con base en la informacion de las mujeres pertenecientes a Pasto Salud E.S.E se
realizo un analisis descriptivo, mediante tablas de distribuciéon de frecuencias y
porcentajes con el fin de evidenciar la distribucion de las caracteristicas:
Sociodemografica, Gineco-obstétricas y Clinicas en la poblacion de estudio.

4.1.1.1 Caracteristicas sociodemograficas.

Edad. En las mujeres con citoldgica (-) el rango de edad (afios) fue de 18 - 60 anos,
con una media de 37 y una desviacion tipica de 11. En las mujeres con ASCUS el
rango de edad fue de 31 - 55 afios, con una media de 42 y una desviacion tipica de 9.
Los anteriores datos se organizaron en cinco rangos de edad como se presenta en la
Tabla 11. La mayor frecuencia por edad para las mujeres con citologia (-) se presentd
en el rango c correspondiente al 29,8% (45/151) y para las mujeres con ASCUS no se
observaron diferencias en las frecuencias distribuidas en los rangos b, c y d.

Los resultados de edad en mujeres con citologia (-) indican que existe una tendencia
a realizarse este examen citoldgico con mayor frecuencia entre los 18 y 47 afios de
edad y disminuye drasticamente con la edad de las pacientes. En el estudio realizado
por Sanchez y Suarez, 2012 con el mismo tamano de muestra se reportd la misma
tendencia. Este resultado se explica en parte por la relacion establecida entre
contagio-sexualidad lo que estaria evidenciando un vacio en la percepcion del riesgo
presente en las mujeres mayores de 45 anos (Wiesner et al., 2006; Fajardo et al., 2010).

La edad de las mujeres con ASCUS vario6 de 31 - 55 afos y se agrupd en tres rangos
en los cuales no se observo diferencias en la deteccion de este resultado citoldgico, lo
cual podria ser explicado por el bajo numero de muestras. El rango de edad de la
poblacion con ASCUS fue similar a lo reportado en otros estudios, sin embargo las
frecuencias por grupo de edad difieren de una poblacién a otra. Sepulveda et al.,
2006, determinaron que el rango de edad para mujeres con ASCUS estuvo entre 17 -
64 afnos, mas frecuente en mujeres de 15 - 34 afios y menos frecuentes en el rango de
55 - 64 anos. Farfan et al., 2009 reporté un rango de edad de 16 - 69 afios para mujeres
con ASCUS, siendo mas frecuentes en mujeres < 25 - 34 afnos y menos frecuente en el
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grupo > 55 anos. Lopez et al., 2011, reportaron mujeres con ASCUS dentro del rango
de 25 — 54 afos, encontrando el mayor nimero de casos ASCUS en el rango 25 — 29
anos y el menor numero en el rango de 50 — 54 afos. Lopez et al., 2012 analizaron
una poblacion de 58 mujeres con reporte de anormalidad en células epiteliales, de las
cuales 52 con ASCUS se encontraron en el rango < 20 — 60 afios.

Las variaciones en la frecuencia de mujeres con ASCUS en los diferentes grupos de
edad podria estar relacionada con la interpretacion citologica, pues se ha encontrado
que la edad de una mujer influye en la interpretacion del examen Pap, ademas, en
mujeres posmenopadusicas el procedimiento de toma de muestra es mas complejo
por las caracteristicas del tejido. Otros factores que pueden estar relacionados con
estos resultados son los cambios celulares que aparecen con la edad, los efectos de la
terapia de reemplazo hormonal, las alteraciones inflamatorias y metaplasia reactiva
asi como la alta probabilidad de regresién a la normalidad (Orozco et al., 2007).
Gonzalez, 2003 realizé seguimiento a mujeres con reporte de ASCUS encontrando un
porcentaje de regresion del 78,6%, sin embargo antes de mostrar regresion hubo
persistencia de anormalidad hasta por mas de 12 meses en el 15% de la poblacién.
ASCUS en una mujer joven se asocia con mayor frecuencia a una lesién de alto grado
o a una LIEBG y también a una mayor prevalencia de VPH (Orozco et al., 2007).

Las variaciones de este tipo de anormalidades en cada poblacion son influenciadas
por problemas de sensibilidad y especificidad de la citologia, los cuales se
encuentran entre el 50 y 90%, respectivamente. En Colombia, sin dejar de lado los
protocolos para obtencion de la muestra y la eficacia en la interpretacion, la
variacion en la deteccién de este tipo de anormalidad también esta relacionada con
la competitividad y efectividad de los programas de tamizaje de CCU, dado que son
estos los responsables del manejo de la poblacién en riesgo y la deteccion temprana
de los cambios citoldgicos en pacientes de primer nivel (Lopez et al., 2011).

Numero de comparieros sexuales. Para esta caracteristica, las mujeres con citologia (-)
se clasificaron en 4 rangos. De las 151 mujeres con citologia (-), el 78,8% registrd un
numero de parejas sexuales entre 1 y 2, igual que lo reportado por el 100% de las
mujeres con ASCUS, (Tabla 11). Respecto a esta variable de andlisis, Bravo et al., 2004
analizaron mujeres con citologia normal y clasificaron la poblacién en tres rangos <
2,2 -5y >5 companeros sexuales, de estos el mayor numero de mujeres se ubico en
el rango de 2 — 5 (50,9%). Meza et al., 2005, analizaron 38 mujeres con citologia
negativa, con un rango de compaferos sexuales de 1 - 3, y encontraron mayor
frecuencia de mujeres en el rango 1 - 2. En el estudio de Garcia et al., 2010 el 66,9% de
las mujeres indicaron tener de 1 — 2 companeros sexuales. Mendoza et al., 2012
analizaron 207 mujeres con citologia (-) de las cuales 92,8% indicaron menos de 4
comparieros sexuales. En el presente estudio las mujeres con ASCUS estan en el
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rango 1 - 2 compafieros sexuales, estos resultados concuerdan con lo reportado por
Garcia et al., 2007 y Farfan, 2009 quienes analizaron poblaciones con caracteristicas
similares a las encontradas en el presente trabajo.

Tener un ntimero elevado de companeros sexuales (3 o0 mas) determina un alto perfil
de riesgo en el desarrollo de CCU (Alvis et al., 2007), ya que el numero de parejas
sexuales en una poblacion se relaciona con el nivel de exposicidon a infecciones
transmitidas por esta via (Alterio et al., 2007; Tafurt et al., 2012). En la cadena
epidemiologica de la infeccion por VPH el hombre se considera un vector de los
tipos oncogénicos de VPH implicados en el desarrollo de cancer de cérvix
(Castellsagué et al., 2003; Almonte et al., 2008). Luhn et al., 2013 encontraron que el
numero de companeros sexuales se relaciona mas con el riesgo de desarrollar cancer
cervical y NIC III, concluyendo que las asociaciones de co-factores de riesgo difieren
entre NIC II y NIC III.

Tabla 11. Frecuencias (F) y porcentajes (%) de las caracteristicas sociodemograficas
de las mujeres con citologia (-) y ASCUS.

Edad C() ASCUS # Comparneros C() ASCUS

F/ (%)  F/ (%) sexuales F (%) E/ (%)

18-27= 38/ (25,2) - 1-2 119/ (78,8) 9/ (100)
28-37>  37/(24,5) 3/(33,3) 3-4 27/ (17,9) -
Rangos 38-47¢ 45/(29,8) 3/(33,3) Rangos 5-6 4/ (2,6) -
48-57¢  27/(17,9)  3/(33,3) 7> 1/(0,7) -

58y>c  4/(2,6) -

abede: codigos de los rangos de edad. *C (-): Citologia negativa. Fuente: Esta
investigacion.

4.1.1.2 Caracteristicas gineco-obstétricas.

Método de planificacion. La variable de andlisis inicialmente considerada fue uso de
anticonceptivos orales, sin embargo, las caracteristicas de la poblacion de estudio no
permitieron hacer tal andlisis, dado que ninguna de las mujeres con citologia (-) y
ASCUS utiliza éste método de planificacion. En su lugar, un 62,8% de las mujeres
con citologia (-) planifican con métodos tales como: ligadura de trompas o pomeroy,
anovulatorios, dispositivo intrauterino DIU y Jadelle, y un 55,5% de las mujeres con
ASCUS planifican con pomeroy, DIU y Jadelle. Datos presentados en la Tabla 12.

Estos resultados coinciden con los reportados para el municipio de Pasto por
Sanchez y Suarez, 2012, y se pueden contrastar con los reportes de la ENDS, 2010,
segun los cuales en Colombia el 61% de las mujeres entre 15 y 49 afios utilizan algtn
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método de planificacion. De estos métodos el mas utilizado es la ligadura de
trompas con un 24%, seguido de la inyeccion con un 9%, el preservativo 7% y por
ultimo la pildora y el DIU. Sin embargo, en el departamento de Narifio el uso de
métodos anticonceptivos en las mujeres fue de 76,6%.

Los reportes sobre la proteccion contra infecciones de transmision sexual (ITS) por
parte de los anticonceptivos inyectables (ACI) son contradictorios (Cruz et al., 2007).
Algunos mencionan que los anticonceptivos hormonales inyectables (ACI) protegen
contra algunas ITS dado que la progestina, principio activo de muchos
anticonceptivos orales (ACO) puede proteger contra la enfermedad inflamatoria
pélvica y dificultar el ascenso de bacterias por el aparato genital femenino, sin
proteger contra infecciones del tracto reproductor bajo (Pérez, 2011).

El método de planificacion mas utilizado en mujeres con ASCUS (Tabla 12), fue la
ligadura de trompas o pomeroy con un 33,3%, este resultado es diferente al
reportado por Peldez y Pinos., 2010, en el cual el método de eleccion en la poblacion
de andlisis fueron ACO y ACIL Una mujer con ASCUS utiliza Jadelle (implante
subdermico), en esta mujer podrian presentarse efectos similares a los ocurridos por
el uso de ACO (Pérez, 2011).

Otra de las mujeres con ASCUS utilizo el DIU, con éste método las mujeres pueden
desarrollar erosion en el cuello del utero, asi como procesos inflamatorios, situacion
que podria potenciar el desarrollo de lesiones asociadas con la infecciéon por VPH
(Leon et al., 2009). El uso de DIU se ha asociado con infecciones bacterianas, debido a
la contaminacion que se puede dar en el momento de la insercidon del dispositivo,
existen reportes sobre el riesgo de sufrir una enfermedad inflamatoria pélvica en los
primeros 20 dias posteriores a su insercion (Cruz et al., 2007).

Por otro lado, el resultado de una citologia anormal en mujeres que utilizan éste
método de planificacion se puede explicar por la irritacion créonica y porque su uso
prolongado contribuye al crecimiento de microorganismos como Actynomicetos spp a
su vez relacionados con el desarrollo de enfermedad inflamatoria pélvica. Se cree
que en aquellas mujeres que utilizan este método de planificacion, la lesién que
causa esta enfermedad puede promover la infeccion por VPH sin embargo el
mecanismo auin no es claro (Alonso, 2005).

Las mujeres con ASCUS que utilizaron preservativo representaron el 11,1% de esta
poblacion; segin algunos autores este método de barrera puede disminuir la
exposicion a enfermedades de trasmision sexual, ademas se ha reportado que el uso
de preservativo reduce el riesgo de NIC II, NIC III y cancer cervical invasivo, sin
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embargo, la infecciéon por VPH puede ocurrir por el contacto de otras partes del
cuerpo que no son areas protegidas por este (Chelimo et al., 2013).

Infeccion con otros organismos. Se encontré un 91,4% (138/151) de mujeres con
citologia (-) que presentaron infecciéon con otros microorganismos, de las cuales, el
mayor porcentaje de ellas registrd infeccion con microbiota sugestiva de vaginosis
bacteriana y bacilo de Doderlein. En las mujeres con ASCUS se encontro infeccién en
un 44,4% (4/9), y las infecciones fueron por microbiota sugestiva de vaginosis
bacteriana y Actinomicetos spp, tal como se muestra en la Tabla 12.

En 13 mujeres con citologia (-) no se encontrd co-infeccidbn con otros
microorganismos. Sin embargo en la mayoria de la poblacién se encontré microbiota
sugestiva de vaginosis bacteriana, infecciéon causada por la bacteria Gardnerella
vaginalis presente casi de manera universal en esa localizacién anatomica femenina,
tal infeccion puede asociarse con la microbiota anaerobia mixta como Bacteroides,
Peptoestreptococos, Mobiluncus, Micoplasmas. Murta et al., 2000 han reportado una
asociacion entre la presencia de Gardnerella vaginalis y la infecciéon por VPH. Algunos
investigadores han reportado una presencia de vaginosis bacteriana en 15 - 30% de
mujeres en edad reproductiva y en consecuencia el aumentado riesgo de desarrollar
enfermedad inflamatoria pélvica (Flores ef al., 2003; Navarro y Marin, 2010).

El Bacilo de Doderlein se presentd en el 31,1% de las mujeres con citologia (-), este
microorganismo hace parte de la microbiota normal en esta localizacién anatdmica,
sin embargo un incremento en la cantidad de estos bacilos puede alterar este
microambiente y conllevar al desarrollo de infecciones (Sanchez et al., 2008). Las
alteraciones en los niveles normales de Bacilo de Doderlein conllevan a la
predisposicion a infecciones, lo que probablemente explica la presencia de Bacilo de
Doderlein en asociacion con Actinomicetos spp (Asp) y la microbiota sugestiva de
vaginosis bacteriana encontrada en 0,7% y 2,0% de la poblacion, respectivamente. La
citologia también resulta tutil en el hallazgo de otros agentes involucrados en la
vaginosis bacteriana, como la microbiota cocoide, las cuales cuando estan presentes a
exploracién microscdpica e indican una alteracion que por lo general es regulada por
el Bacilo de Doderlein (Mufioz et al., 2009).

Otros resultados importantes de infeccion en las mujeres con citologia (-) fueron la
presencia de Virus Herpes Simplex, Candida sp y Trichomonas vaginalis, los cuales
pueden tener serias implicaciones sobre el ambiente del cuello del ttero en infeccién
simultanea con VPH. La infeccion por Trichomonas vaginalis se registrd en 3 mujeres
(2%), aunque su frecuencia es muy baja cabe resaltar su importancia para potenciar
la infeccion del tracto superior genital e incrementar tres veces el riesgo de
desarrollar cancer de cérvix (Ledn y Bosques, 2005). La infeccion por Candida sp se
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presentd en 5 mujeres (3,3%), ésta infeccion se ha relacionado con la activacion de
infecciones latentes por tipos de VPH (Murta et al., 2000). Algunas especies de
Candida pueden formar parte de la microbiota normal de tal ambiente femenino pues
se han encontrado en bajas concentraciones en mujeres sanas (Martinez, 2013). El
Virus de Herpes Simple (VHS) se presento en el 3,3% de las mujeres, este patogeno
sexual aumenta la susceptibilidad a la infeccion por VPH dado que las micro-
abrasiones del cérvix se convierten en micro-ulceras y promueven la persistencia
viral a través de mecanismos inmunologicos. Este microorganismo podria servir
como indicador de la exposicion al VPH a través del contacto sexual (Navarro y
Marin, 2010).

En mujeres con ASCUS se detectd microbiota sugestiva de vaginosis bacteriana y
bacterias compatibles con Actinomicetos spp; la primera corresponde a un sindrome
clinico poli microbiano producto de un desequilibrio entre la microbiota bacteriana
cervical y vaginal. Por lo cual, se encuentra en elevadas concentraciones en pacientes
con vaginosis y en bajas concentraciones 30 - 40% de las mujeres normales (Meza et
al., 2005). Esta microbiota es mas comun en mujeres en edad reproductiva siendo
asociada con un mayor numero de compafieros sexuales, otras infecciones de
trasmision sexual y el uso de preservativo con menos frecuencia (Denslow et al.,
2013). Las bacterias compatibles con Actinomicetos spp, solo se presentaron en el
11,1% de la poblacion, esta infeccion se ha asociado con la presencia del DIU
(Guillén et al., 2003). Es de tener en cuenta que la deteccion de Actinomicetos spp en la
citologia pueden ser consecuencia de falsas interpretaciones de restos de
espermatozoides, filamentos de mucina y cerdas de DIU (Leiva y Montecinos, 2011).

Las infecciones cérvico-vaginales son la principal causa de consulta médica por parte
de pacientes en edad reproductiva. Algunas infecciones son provocadas por
microorganismos exdgenos y otras por microbiota normal. En ambos casos al
producirse cambios en este microambiente, se cambia el efecto protector de la
microbiota lactobacilar y se favorece el crecimiento de otros microorganismos
(Navarro y Marin, 2010).

65



Tabla 12. Frecuencias (F) y porcentajes (%) de caracteristicas gineco-obstétricas de las
mujeres con citologia (-) y ASCUS.

Método de C() ASCUS Infeccion con otros C() ASCUS
planificacién F/ (%) F/ (%) microorganismos F/ (%) F/ (%)
Microbiota de Vaginosis 64/ (42,4) 3/ (33,3)
Bacteriana
Bacilo Doderlein 47/ (31,1)
Pomeroy 52/(34,4) 3/(33,3) Microbiota cocoide 7/ (4,6)
Anovulatorios 20/ (13,2) Trichomonas vaginalis 3/(2,0)
DIU 16/(10,6) 1/(11,1) Candida sp 5/ (3,3)
Jadelle 7/ (4,6) 1/(11,1)  Actinomicetos spp 2/(1,3) 1/ (11,1)
Preservativo 6/ (4,0) 1/(11,1)  Virus Herpes Simplex 5/ (3,3)
Otro 2/(1,3) Actinomicetos spp + Bacilo 1/(0,7)
Doderlein
Ninguno 48/ (31,8) 3/(33,3)  Actinomicetos spp + 1/ (0,7)
Microbiota de Vaginosis
Bacteriana
Bacilo Doderlein + 3/(2,0)
microbiota de Vaginosis
Bacteriana
No microorganismos 13/ (8,6) 5/ (55,6)

*C (-): Citologia negativa. Fuente: Esta investigacion.

4.1.1.3 Caracteristicas clinicas

Resultado de la citologia cérvicouterina: De acuerdo con la informacién obtenida del
formato “Resultado de citologia”, se analizaron tres caracteristicas:

(a) Clasificacion general de la citologia de acuerdo con el sistema Bethesda, 2001.
De las 160 mujeres, 151 fueron negativas para neoplasia NPN y las 9 restantes
resultaron con células escamosas atipicas de significancia no determinada ASCUS.
(Tabla 13).

El resultado ASCUS representa un hallazgo citologico sugestivo pero no concluyente
de LIEBG vy cualitativa y/o cuantitativamente son insuficientes para una
interpretacion definitiva (de Larrea et al., 2012; Lépez et al., 2012). Segun el sistema
de clasificacion Bethesda, las células escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASCUS) son catalogadas como células escamosas que denotan
cambios en su morfologia y pueden presentarse en un margen entre lo que son las
células escamosas normales y células presentes en neoplasias cervicales
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intraepiteliales (NIC I), si la mujer ha tenido alguna infeccion con algun tipo de VPH
u otras infecciones de trasmision sexual (Farfan ef al., 2010). Este resultado esta
dentro del rango reportado por Dane et al., 2009, dentro del cual se afirma que las
células escamosas atipicas de significado indeterminado son detectadas en el 5% -
10% de las mujeres que asisten al tamizaje de la citologia. Por otro lado se cree que
cerca del 30% de las mujeres que presentan estos resultados tendran neoplasia
cervical intraepitelial (NIC I), muchas tendran una regresiéon espontanea, sin
embargo un 15% y hasta un 40% progresaran a NIC II y NIC III (Dane et al., 2009;
Farfan et al., 2010).

En general, aquellas patologias clasificadas como ASCUS en los estudios citoldgicos
son de dificil interpretacidon; se aprecian en células epiteliales maduras de tipo
intermedio o superficial y estan asociados frecuentemente al VPH (Lépez et al., 2012;
Rodriguez et al., 2012). El diagnostico de ASCUS puede ser dependiente de la edad,
se ha establecido que el riesgo de progresiéon a displasia en mujeres con ASCUS
menores de 20 afos incrementa y en mujeres mayores de 50 afios se reduce
(Rodriguez et al., 2012).

Para realizar un correcto manejo en la vigilancia de mujeres con ASCUS las pruebas
moleculares de deteccion de DNA de VPH junto con la citologia han sido aprobadas
para utilizarse, la deteccion del DNA de VPH en mujeres VPH negativas reduce el
numero de colposcopias y el tamizaje cervical se practica a intervalos mas largos
(Isaza et al., 2009; Rodriguez et al., 2012).

(b) Cambios reactivos asociados a inflamacion. Se encontrd un 94,7% (143/151)
mujeres con citologia (-) y con algun tipo de inflamacion, de las cuales 54,3%
(82/151) con inflamacion moderada y 15,2% (23/151) con inflamacién severa.
En las mujeres con ASCUS un 44,4% (4/9) present6 algun tipo de inflamacién,
de estas el 11,1% con inflamacién leve y el 22,2% con inflamacién moderada.
(Tabla 13).

El porcentaje de mujeres con inflamacién reportados en esta investigacion es mayor
al encontrado por Tafurt et al, 2012 con un 37% de mujeres con resultado de
citologia inflamatoria. Respecto a estos resultados, algunos estudios sugieren que un
resultado inflamatorio en la citologia puede estar asociado con procesos
inespecificos del cérvix, lesiones directas en mucosa por agentes infecciosos o fisico-
quimicos, cambios atrdficos epiteliales, la basificacion del medio vaginal,
enfermedades supresoras de la inmunidad, tratamientos inmunosupresores,
traumatismos (cirugias, parto, DIU), procesos que a su vez provocan cambios a nivel
celular (Tapia, 2008), o secundarios como infecciones en el tracto genital inferior
como las causadas por C. trachomatis, C. albicans, T. vaginalis, vaginosis bacteriana,
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virus Herpes simple producto de cambios en la microbiota vaginal habitual, o por la
presencia de VPH, donde la respuesta inmune promueve el reclutamiento de células
inflamatorias (Tafurt et al., 2012).

Respecto al tipo de inflamacidn, varios autores consideran que el reporte de citologia
inflamatoria severa, puede estar representando un marcador de lesién intraepitelial
cervical. Sin embargo, otros autores rechazan a la citologia inflamatoria como
predictor de lesion premaligna del cérvix, lo que si es de tener en cuenta es que la
citologia inflamatoria a repeticién indica el uso de colposcopia y un seguimiento
adecuado en la paciente para prevenir lesiones en CCU (Gaitan et al., 2004).

La inflamacién es un proceso fisioldgico de restauracidon en estructura y funciones
tisulares, desencadenado por infecciones bacterianas, viricas y encaminado a la
eliminacion de patogenos (Carrero, 2012). Actualmente se ha establecido una
estrecha relacion entre el cancer y la inflamacién, debido probablemente a la
reaccién inmunitaria innata en respuesta a microorganismos que eventualmente
puede danar el DNA, inducir proliferacién celular y modular la apoptosis, procesos
involucrados en la progresiéon tumoral regulado por citoquinas y quimiocinas
(Panana et al., 2009).

(c) Aspecto del cérvix. En el 39,1% (59/151) de la poblacién con citologia (-) se
presenté un cérvix anormal y en el 48,3% (73/151) un cérvix sano. En las
mujeres con ASCUS el 55,6% (5/9) se presentd un cérvix anormal y en el 33,3
(3/9) un cérvix sano.

En la lectura por citologia todas las muestras fueron satisfactorias para ser
procesadas. Una muestra de calidad debe contener de 8.000 a 12.000 células
escamosas bien preservadas y al menos 10 células endocervicales o de metaplasia
escamosa para la lectura por citologia, si existe un 75% de células escamosas no
visibles o0 sbélo se encuentran células de endocérvix, se considera no satisfactoria
(Estrada, 2012). En el 95,6% de las muestras de citologia se observé la zona de
trasformacién o células endocervicales.

En mujeres con citologia (-) el aspecto del cérvix anormal posiblemente se deba a la
presencia de infecciones de trasmision sexual ya que estas infecciones son capaces de
provocar procesos inflamatorios en el cuello uterino los cuales se reflejan en la
citologia (Camejo et al., 2003). En mujeres con ASCUS este pronostico depende del
grado de anormalidad en el cérvix e incluye procesos inflamatorios (Gonzales, 2003).
Teniendo en cuenta los resultados de las mujeres con citologia anormal es
recomendable someter a las mujeres a una evaluacion complementaria.
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Tabla 13. Frecuencias (F) y porcentajes (%) de las caracteristicas clinicas de las
mujeres con citologia (-) y ASCUS.

Clasificacion F/ (%) Cambios celulares C- ASCUS  Aspectos del C- ASCUS
general reactivos F/ (%) F/ (%) cérvix F/ (%) F/ (%)
Inflamacion leve 34(22,5) 1(11,1)
NPN 151 (94,4) Inflamacidon moderada  82(54,3) 2(22,2) Anormal 59(39,1)  5(55,6)
ASCUS 9(5,6) Inflamacion severa 23(15,2) - Sano 73(48,3)  3(33,3)
Atrofia con inflamacién 4 (2,6) 1(11,1) No Reporta  19(12,6) 1(11,1)
No reporta 8 (5,3) 5(55,6)

* C -: Citologia negativa. Fuente: Esta investigacion.

4.1.2 Anadlisis de las caracteristicas poblacionales de las mujeres con lesiones
LIEBG, LIEAG y CCU.

De acuerdo con la informacién disponible en el formato “resultado de patologia”
para ésta poblacion se analizé la edad y el tipo de lesion, los resultados se presentan
en tablas de distribucion de frecuencias y porcentajes.

4.1.2.1 Caracteristica sociodemografica: Edad

Las 32 mujeres con lesiones LIEBG, LIEAG y CCU, registraron la siguiente
informacioén: las LIEBG un rango de edad 21 - 57, media de 42 y desviacion tipica de
11, las LIEAG un rango de edad 20 - 63, media de 37,8 y desviacion tipica de 11,7 y
con CCU un rango de edad 25 - 80, media de 54 y desviacion tipica de 20. En general
en estas mujeres la mayor frecuencia por edad se ubicé en el rango c (38 - 47),
seguido por el rango b y e. Sin embargo, teniendo en cuenta el tipo de lesion las
mujeres con LIEAG fueron mads frecuentes en los rangos b y ¢, y las mujeres con
CCU fueron mas frecuentes en los rangos a y e (Tabla 14).

No existe un consenso entre la edad de una mujer y el desarrollo de lesiones en
cancer. Algunos estudios muestran que estas pueden presentarse en edad
reproductiva pero, puede persistir o reincidir en mujeres en edad avanzada. En este
estudio las LIEBG y LIEAG fueron mas frecuentes entre 38 - 47 y 28 - 37 afios
respectivamente, sin embargo, otros estudios muestran comportamientos diferentes.
Peldez y Pinos, 2010 encontraron la mayor proporcién de LIEBG (LSIL) en mujeres
de 26 — 35 afios y LIEAG (HSIL) en mujeres con mas de 65 afios. Gonzales et al., 2010,
encontraron LIEBG y LIEAG mas frecuentes entre 30 - 39 afos. Davila et al., 2010
mostraron que 60% de los casos de CCU se presentaron en mujeres de 34 — 57 anos.
Berdayes et al., 2010 encontraron LIEBG mas frecuentes de 18 - 28 afos, y LIEAG en
mujeres de 29 - 39 afios. Davila et al., 2011 encontraron NIC mads frecuente en mujeres
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de 30 - 39 afios. Lopez et al., 2011 encontraron NIC I en mujeres de 25 - 44 afios y NIC
IT en mujeres de 30 — 34 afos.

La regresion de LIEBG es menor en edades avanzadas, en mujeres de 32 afios la
regresion de estas lesiones es del 54,9% y la progresion del 19,8%, (Mazarico et al.,
2012). Se ha descrito a los 12 meses una probabilidad de regresion del 61% en
mujeres jovenes que puede aumentar al 91% a los 36 meses (Gomez, 2009; Sanchez,
2012). Respecto al riesgo de desarrollar NIC Il y III o CCU a partir de lesiones NIC I
sin tratamiento y confirmadas por biopsia se ha reportado del 9 al 16% (Goémez,
2009).

La presencia de las lesiones intraepiteliales a edades tempranas se ha asociado con el
inicio precoz de la actividad sexual, explicando que probablemente durante la
metaplasia fisiolégica de la adolescencia la infeccion por VPH conlleve a la
progresion a cancer (Davila et al., 2011). En la progresion a CCU el riesgo de
alteraciones cervicales en la uniéon pavimentosa cilindrica del cuello uterino se
multiplica por 1,2 en caso de actividad sexual comenzada entre los 18 y 20 afios, y
por 2 en caso de ser antes de los 17 afios (Davila et al.,, 2010). Por el contrario la
presencia de LIEAG en edades avanzadas es el resultado de la persistencia de la
infeccién adquirida afios atras (Grisales et al., 2008).

El promedio de edad de las mujeres con CCU reportadas en nuestro estudio fue 54
afnos diferente a lo reportado por Wiesner et al., 2010 quienes detectaron LIEAG en
mujeres de 42 anos. El segundo rango de edad con CCU fue 18 — 27 afos (23,1%). El
riesgo de CCU aumenta entre los 20 - 29 y 35 anos (Davila et al., 2010). El diagnostico
de CCU a temprana edad se relaciona con factores como la aparicion de la
menarquia a edad cada vez mas temprana y por consiguiente inicio de vida sexual a
cortas edades, convirtiéndose en un riesgo para el desarrollo de CCU. Al respecto se
ha indicado que la edad promedio de apariciéon de la menarquia en mujeres de
América Latina es 12,8 afios con rangos que van desde 10,5 a 15 afios (Davila et al.,
2010).

En este estudio se registré CCU entre 38 - 58 y mas afos. Se ha indicado que las
mujeres mayores de 40 tienen mas probabilidades de contraer CCU, mientras que la
edad promedio del diagnostico es entre los 50 y 55 afios (Davila et al., 2010). Las
anormalidades celulares en mujeres mayores de 45 afios se explican por la
persistencia de la infecciéon por VPH evidenciado en el desarrollo de CCU (Grisales
et al., 2008). Los protocolos de deteccion e intervencion en CCU estan dirigidos a
mujeres en edad reproductiva, por lo cual en edad avanzada se tienen ain menores
probabilidades de deteccion temprana y probabilidades mas bajas de sobrevida al
cabo de 5 anos. Lo anterior permite asumir que las probabilidades de sobrevivir
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aumentan en relacién con el diagndstico en edades tempranas las cuales se asocian
con carcinomas in situ cuyo prondstico es mas favorable (Yépez et al., 2011).

Estudios descriptivos desarrollados por Yépez et al., 2011 refieren que la mortalidad
de las mujeres con CCU después de los 35 anos aumenta hasta 1,8 veces. Al observar
los resultados de los grupos de edad de estas mujeres se puede determinar que cada
tipo de lesion tiene un comportamiento trimodal en los tres momentos de mayor
frecuencia de trastornos ginecoldgicos: edad fértil, perimenopausica y
posmenopausica, ademas de considerar otros factores asociados a estas alteraciones
en esta etapa de la vida (Lau Serrano et al., 2012).

Tabla 14. Frecuencia (F) por edad de las mujeres con lesiones LIEBG, LIEAG y CCU.

Edad LIEBG LIEAG CCU  Total
E/(%) F/ (%) F/(%)

18-272  1(143) 2(133) 2(20) 5
28-37  1(143) 6 (40) - 7
Rangos 38-47¢ 3(42,8) 5(333) 1(10) 9
48-57¢ 2(286) 1(67) 1(10) 4
58y> - 1(67) 6(60) 7
Total 7 15 10 32

abede: cddigos de los rangos de edad. Fuente: Esta investigacion.

4.1.2.2 Caracteristica clinica: Resultado de patologia

De acuerdo con los resultados de las biopsias, las 32 mujeres fueron diagnosticadas
asi, 22% LIEBG, 47% LIEAG y 31% con CCU. Ademas considerando el total de la
poblacién (192 mujeres) las frecuencias fueron 3,6% para las mujeres con LIEBG,
7,8% para mujeres con LIEBG y 5,2% para las mujeres con CCU. Estos datos se
muestran en la Tabla 15. Estos resultados son diferentes a los reportados en otros
estudios. Alterio et al., 2007 encontraron 77,8% LIEBG. Grisales ef al., 2008 en mujeres
con citologia anormal 3,9% presentd6 LIEBG y 1,9% LIEAG. Pelédez y Pinos, 2010
encontraron 2,9% LIEBG (LSIL) y 3,1% LIEAG (HSIL) en la poblaciéon de estudio.
Gonzales et al., 2010 reportaron NIC I en 6,2%; NIC II y NIC Il en 1,3% (0,4% y 0,9%
respectivamente). Davila et al., 2010 reportaron 4% de LEIBG. Berdayes et al., 2010
seglin un estudio citolégico de 102 pacientes 53,91% presentaron LIEBG y 46,09%
LIEAG. Lopez et al, 2011 encontraron NIC I y NIC II en 1,39% y 0,81%
respectivamente. Y Mendoza et al., 2012 indicaron LIEBG en 8,2 % y LIEAG en 0,9%.
Los anteriores estudios demuestran diferentes frecuencias de las lesiones en CCU, lo
cual puede estar relacionado con caracteristicas genéticas, inmunoldgicas,
fisioldgicas y de riesgo, propias de cada poblacion de estudio.
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En las mujeres diagnosticadas con LIEBG es de considerar que estas lesiones tienden
a desaparecer de forma espontanea durante el proceso de regresion relacionado con
la capacidad de respuesta del sistema inmune y la carga del VPH (Quintero et al.,
2008). Este tipo de lesiones y las LIEAG son consideradas lesiones precursoras del
CCU, sin embargo aunque los CCU invasores de células escamosas son precedidos
de fases pre-invasoras de largo tiempo también existen casos en que el CCU surge
sin previa deteccién de algunas de sus etapas de progresion, se ha reportado que
entre las LIEAG el 20% pueden aparecer de novo (Davila et al., 2011).

En la determinacion de LIEBG por citologia es necesaria la valoracion mediante
inspeccién visual por colposcopia y biopsia, al respecto Moore et al., 2008 en un
estudio sobre displasia cervical en mujeres mayores de 35 afios con informe
citolégico de LIEBG, después de una biopsia dirigida por colposcopia se encontrd
una distribucién de citologia normal 40,7%, NIC I 40,7%, NIC Il y III 17,4% y cancer
1,2%. De acuerdo con lo anterior, las tasas de progresion de las lesiones en CCU no
son uniformes y por lo tanto es dificil predecir la evolucion de estas en una persona
en particular, ya que la progresion no solo depende del tipo viral, sino que participa
el sistema inmunitario y condiciones ambientales, asi el tiempo de progresién del
CCU invasivo varia de unos pocos meses hasta por mas de una década (Davila et al.,
2011).

La concordancia citohistolégica en LIEAG es mucho mayor respecto a LIEBG
(Gutiérrez et al., 2013; Sanchez et al., 2013), la variabilidad en lo observado es
consecuencia de la subjetividad y la experiencia en estas técnicas las cuales se gana
después de un periodo de aprendizaje (Gutiérrez et al., 2013). Es de considerar que el
resultado de citologia puede depender de la muestra en la cual se analizan estratos
superficiales del epitelio y su relacién con la infeccion por VPH, sin embargo, no se
cuenta con un tipo de muestra de los estratos mds profundo que con mayor
probabilidad revelen el verdadero diagnodstico (Sanchez et al., 2013).

Tabla 15. Frecuencia (F) y porcentaje (%) de mujeres con LIEBG, LIEAG y CCU.

Resultado informe patologia F/ (%)

LIEBG 7/ (22)
LIEAG 15/ (47)
CCU 10/ (31)

Fuente: Esta investigacion.
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4.2 Resultados de deteccion y tipificacion molecular de VPH

4.2.1 Anadlisis de la calidad de las muestras mediante amplificacion de un
fragmento del gen de 3-globina para toda la poblacién de estudio.

De las 160 muestras de cepillado cervical, 152 fueron positivas para el gen (3-globina
y se consideraron adecuadas para tipificar mediante RLB y PCR-L1
GP5+/GP6+Secuencidn, los resultados de este tamizaje se muestran en la Figura 9.

Figura 9. Amplificacion del gen de -globina en muestras de cepillado cervical.
Linea 1: Marcador de tamafio molecular GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder
(10-300bp), linea 2: Blanco (agua ultra pura), lineas 3-25: Amplificados PCR/HHB de
las muestras de cepillado cervical UDN183-UDN205. Fuente: Esta investigacion.

En el analisis de calidad de las 32 biopsias, a partir de lisado celular se logrd

amplificar el gen B-globina en todas las muestras y se consideraron para tipificacion.
Los resultados de este tamizaje se muestran en la Figura 10.
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Figura 10. Amplificacién del gen de -globina en muestras de biopsias. Linea 1:
Marcador de tamafio molecular HyperLadder™ 100bp Bioline (100bp-1013bp), linea
2: Blanco (agua ultra pura), lineas 3-12: Amplificados PCR/HHB de las muestras de
biopsias UDN325-UDN334. Fuente: Esta investigacion.

De un total de 192 muestras de cepillado cervical (160) y de biopsias (32), solo en 8
muestras de cepillado cervical no se determind amplificacion del gen B-globina.
Estos resultados negativos podrian estar relacionados con varios factores como
inhibidores en la muestra, mala calidad de la muestra, DNA degradado o muy poca
cantidad, asi como el limite de deteccion que para esta técnica es de
aproximadamente 390 picogramos (Garcia ef al., 2011).

4.2.2 Tipificacion de VPH mediante RLB a partir de cepillado cervical. Las 152
muestras de cepillado cervical procesadas mediante RLB fueron VPH negativas
(Anexo E). Todas las muestras se confirmaron por triplicado y en todos los casos en
el control positivo se observo spot.

La infeccién por VPH es una condicion necesaria en el desarrollo del CCU el cual
representa un importante problema de salud ptblica, segiin estimaciones de la OMS,
existen mas de 69 millones de mujeres en edad reproductiva en situacion de riesgo
para el desarrollo de CCU (OMS, 2010; Meyrelles et al., 2013). En Colombia un
estudio realizado en cinco regiones indicé que para un total de 1.810 mujeres el
49,2% fueron positivas para la infeccion por VPH (Soto et al, 2009). En el
departamento de Narifo recientemente en la ciudad de Pasto se realizé6 una
investigacion en la que se indic6 una frecuencia de 6,4% de infeccion por VPH en
mujeres con citologia normal (Sdnchez y Suarez, 2012).
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En la presente investigacion inicialmente no se detecté VPH, utilizando la
metodologia RLB, probablemente la muestra utilizada no tuvo el nimero de copias
adecuado para generar la sefial en el proceso de hibridacién. Para esta técnica, se ha
reportado que las diferencias en la intensidad de la sefial evidenciada en los puntos
de hibridacion obedece al nimero de copias para los tipos presentes en cada muestra
(Van den Brule et al., 2002). Por tanto, si se tiene en cuenta que la muestra utilizada
del remanente del cepillado cervical contiene una cantidad minima de células, esta
condicion pudo haber afectado la deteccion mediante RLB y en consecuencia pone
en cuestion la reproducibilidad y limite de deteccién de la misma.

Sin embargo, mediante RLB se pueden genotipificar hasta 37 genotipos de VPH, las
cuales tienen una hibridacién especifica sin ninguna reacciéon cruzada, aun cuando
se utilice concentraciones elevadas de productos de PCR de tipos de VPH
cercanamente relacionados a nivel filogenético (Van den Brule ef al., 2002). En este
sentido se ha reportado que la especificidad de RLB es alta, aunque su rigor esta
sujeto a que todas las variantes de un tipo de VPH coincidan de manera perfecta con
la secuencia de la sonda ya que un tinico cambio puede no permitir la detecciéon del
tipo viral.

Respecto al limite de deteccion de RLB se ha indicado que estd entre 10 - 100
copias/PCR (Gutiérrez et al., 2009, Antonsson et al., 2013). La muestra que RLB utiliza
para la hibridacion son productos de PCR, en relacion se ha afirmado que los
métodos de PCR utilizados para la amplificacion del DNA del VPH presentan alta
sensibilidad para la deteccion de virus en muestras cervico-vaginales, aun cuando
exista altas posibilidades de contaminacion del producto amplificado (Cafiadas et al.,
2006).

Respecto a la reproducibilidad algunos estudios han introducido modificaciones en
la concentracion de algunas sondas disminuyendo la generacion de falsos positivos
o la interferencia en la lectura, también los tiempos de exposiciéon de la membrana
sobre la pelicula fotosensible de 1 a 3 horas y overnight, siendo este ultimo el que
mejor sefial ha generado. Finalmente se ha modificado el tiempo de incubacion de la
membrana con el conjugado determinando un tiempo de 45 minutos como estandar
(Farfan, 2009). Por lo tanto, la técnica RLB tiene una cuestionada reproducibilidad y
si se tienen en cuenta eventos propios de la evolucién del genoma de VPH, cada vez
se tendran que introducir mayores modificaciones.

Una comparacion entre RLB y el inmunoensayo enzimatico (EIA) permitié encontrar
algunas discrepancias en la deteccién de muestras VPH positivas, por lo que se
concluyo que estos resultados no fueron producto de la sensibilidad de las técnicas si
no a errores de muestreo (Van den Brule et al., 2002). Farfan, 2009 analiz6 302
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muestras de las cuales 77 resultaron positivas para Amplicor® y negativas para RLB,
explicando que esta discrepancia probablemente fue por limitaciones en la
conservacion de la muestra, baja carga viral en la muestra o amplificaciéon variable
de bajos niveles de ADN de VPH. En el estudio de Jenkins et al., 2013 se observaron
discrepancias en los resultados de detecciéon de VPH entre PT13-RT y RLB, sobre un
total de 202 muestras de cepillado cervical 162 fueron idénticos para ambas técnicas
y 40 fueron discrepantes, entretanto de estos ultimos 12 fueron negativos para RLB y
positivos para PT13-RT, y 3 fueron positivos para RLB y negativos para PT13-RT.
Esta ultima técnica tiene una sensibilidad superior en comparacién con RLB para
detectar tipos 56 y 52, RLB tiene una sensibilidad analitica reducida para estos tipos.

Un factor que puede interferir en el procesamiento por RLB es el medio o buffer en
el que se conserva la muestra. Farfan et al., 2010 consideraron que en su estudio el
medio liquido PreservCyt® presentd limitaciones de conservacion de la muestra
principalmente por el tiempo para el que esta garantizado. Por eso aun cuando las
muestras fueron positivas para el control de calidad [-globina, no todas revelaron
una misma intensidad de la sefal, lo anterior llevd a concluir que el DNA pudo
haberse deteriorado parcial o totalmente. En nuestro estudio el medio de
almacenamiento de muestras fue Buffer fosfato salino 1X y timerosal al 0,05%,
utilizado por Garcia ef al., 2010, estudio en el cual también se excluyeron una serie de
muestras antes de ser procesadas por RLB, debido a la falta de una sefial clara y bien
definida para el gen de [-globina. En nuestro estudio la intensidad de la senal del
gen de B-globina fue variable, sin embargo, la mayoria permitieron considerarse
como positivas y en consecuencia de tipificaron mediante RLB y PCR-
L1+Secuenciacion DNA.

4.2.3 Tipificacion de VPH mediante PCR-L1 GP5+/GP6+Secuenciacion de
DNA a partir de lisado celular de cepillado cervical y biopsias.

Con base en los resultados obtenidos mediante RLB y teniendo la necesidad de
detectar y tipificar VPH a partir de lisado celular del cepillado cervical y de biopsias,
se decidié evaluar una modificaciéon del RLB consistente en PCR-L1+Secuenciacion
DNA.

4.2.3.1 Deteccion y verificacion molecular de VPH.
Luego de la optimizaciéon del Mg* en la PCR-L1, se obtuvo una banda definida y de

buena calidad con una concentraciéon de 1 mM de MgCl: (linea: 2, Figura 11) en un
volumen final de reaccién de 25 pl.
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Figura 11. Ensayo de optimizacion del Mg++. Linea 1: Marcador de tamafo
molecular GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder (50-1000 pb), lineas: 2-6:
Amplificados del VPH 33 bajo diferentes cantidades y concentraciones de Mg* linea
7: Blanco (agua ultra pura). Fuente: Esta investigacion.

En consecuencia, la optimizacién de la concentracion de MgCl: y el ajuste en la
mezcla de reaccion PCR-L1 GP5+/GP6+ permiti6 detectar infeccion por VPH a partir
de lisado celular en 1,4% (2/143) de las mujeres con citologia (-), en 11,1 (1/9) de las
mujeres con ASCUS y en el 34,4% (11/32) de las mujeres con LIEBG, LIEAG y CCU,
para un total de 14 muestras VPH +. En la Figura 12 se presentan los resultados
correspondientes.

1 2 3 4 5 6 7 &89 10 11 1213 14 15 16

100 p

Figura 12. Amplificaciéon del gen L1 del VPH. Linea 1: marcador de tamafio
molecular HyperLadder™ 100bp Bioline (100bp-1013bp), linea 2: Blanco (agua ultra
pura), lineas 3-16 productos de PCR/L1, lineas 3, 9 y 12 muestras VPH+ (UDN217:
VPH 16, UDN 331: VPH no determinado y UDN 338: VPH 58), lineas 15 y 16:
Controles positivos amplificados de VPH 11 y VPH 33. Fuente: Esta investigacion.
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En esta investigacion se encontr6 VPH en 1,9% en pacientes con citologia (-) y
ASCUS, menor al reportado por Sanchez y Sudrez, 2012 de 6,4% en una poblacion
con citologia normal, entre tanto la frecuencia de VPH fue del 14,2%(1/7) en mujeres
con LIEBG este resultado es menor al reportado por Molano et al., 2010 del 55,7% en
mujeres con diagnostico de LSIL.

Respecto a la frecuencia de infeccién en nuestra poblacién con lesiones en CCU la
frecuencia de VPH fue 34,4%, mayor a la reportada por Graterol et al., 2006 del 23%.
La variaciéon en la deteccion de infeccion por VPH entre varios estudios puede
explicarse por diferencias en la sensibilidad de los métodos aplicados, la
metodologia de muestreo, al tipo de muestra estudiada que puede ser raspados de
mucosa, tejido de biopsia; a las condiciones genéticas de cada poblaciéon que
favorecen o retrasan la aparicién de determinadas lesiones (Adamopoulou et al.,
2013).

La PCR-L1 que se utiliz6 en la deteccion de VPH es facil y rapida de realizar y al
igual que otros métodos que utilizan primer consenso resulta ser conveniente para
este tipo de estudios. Los primers que se utilizan en PCR-L1 han sido disefiados
sobre regiones conservadas del gen L1 y solo hibridan en su totalidad con el gen L1
de algunos tipos de VPH, al respecto se ha demostrado que su capacidad de
amplificar determinados tipos de VPH se ve afectada por el nimero y posiciéon de
los desajustes residuo a residuo de estos cebadores, ademas que el niimero de
desajustes se correlaciona reciprocamente con la sensibilidad. Como consecuencia de
la amplificacion selectiva de algunos tipos virales y la sensibilidad de la PCR puede
haber sesgos de las frecuencias reportadas para tipos de VPH de la mucosa (Schmitt
et al., 2008).

La region amplificada en este estudio fue de 120 pb aproximadamente, esta region
estd inmersa en aquella regién que amplifican los primer MY09 y MY11 que contiene
residuos altamente conservados dentro de un segmento de 291 pb del ORF de L1, de
gran utilidad en la construcciéon de arboles filogenéticos (Schmitt et al., 2008).

4.2.3.2 Secuenciacion de los productos de PCR-L1 y determinacion de tipo
VPH

Depuracion y verificacion de los resultados de secuenciacidon. Debido a la calidad de
algunos cromatogramas y el niumero de N en las secuencias, se tuvieron que re-
secuenciar las siguientes muestras: UDN 333 y UDN 347, los resultados de la
secuenciacion no permitieron realizar el alineamiento y los resultados de re-
secuenciacion de estas dos muestras permitieron el alineamiento y posterior
tipificacion (Anexo F). La depuracion consistio en eliminar fragmentos del extremo
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3’de las secuencias en las cuales no se observd una buena senal, asi mismo se
cortaron hasta 3 N (nucledtidos no determinados) del extremo inicial 3’ de cada
cadena que coincidieron con picos ruidosos en el cromatograma. De las secuencias
obtenidas se utilizaron fragmentos de 108-137 pb, para todos los analisis posteriores.

Anadlisis de secuencias de los controles VPH 6, 11 y 33. La inclusiéon de estos
controles permitio contar con un control de la secuenciacion y una mejor
interpretacion de los resultados obtenidos a partir de las muestras. Los
alineamientos de los controles VPH 6, 11 y 33 realizados con la herramienta
MegaBlast del NCBI fueron compatibles con secuencias de los tipos de VPH 6, 11 y
33, a excepcion de la muestra VPH 1R. Esta muestra codificada como VPH 1R alineé
con la secuencia “Isolate Isfahan EL2R L1” (GQ179959.1), la cual fue detectada en una
investigacion realizada en Iran, en mujeres con adenocarcinoma cervical, carcinoma
de células escamosas y neoplasia intraepitelial los resultados de los alineamientos de
los controles se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. Alineamientos de los controles positivos: VPH 6, VPH 11 y VPH 33.

Codigo Score E-value Identidad # Acceso Tipo
VPH1F 172 bits (93) 6e-40 98/100(98%) KC706454.1 6
VPHIR  191bits (103) 2e-45 103/103(100%)  GQ179959.1  Isfahan EL2R
VPH2F  62.1 bits (33) 2e-06 40/43(93%) EU056622.1 11
VPH2R 178 bits (96) 2e-41 96/96(100%) AF548815.1 11
VPH3F 154 bits (83) le-34 87/89(98%) HQ537707.1 33
VPH3R 169 bits (91) 5e-39 101/105(96%) KC706450.1 33

Fuente: Esta investigacion.

Este resultado se tuvo en cuenta para el andlisis de identidad y similitud en los
alineamientos realizados con las secuencias procedentes de las muestras.

Alineamientos de secuencias mediante BLASTn-MegaBlast del NCBI. A partir del
alineamiento pareado, se tuvo en cuenta la secuencia del GenBank con el mayor
score, menor e-value, mayor % identidad y similitud, para identificar la secuencia y
por lo tanto, el tipo viral de cada muestra. En la Figura 13 se muestra el resultado de
la muestra UDN 217 F que alineé con VPH 16, los demas resultados se presentan en
el Anexo F.
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Figura 13. Alineamiento de la secuencia identificada en la muestra UDN 217
mediante Blastn y MegaBlast del NCBI. (Zhang et al., 2000; Morgulis A et al., 2008).
Fuente: Esta investigacion.

En los alineamientos realizados en las dos cadenas de DNA 5°-3'y 3’-5'de las 14
muestras VPH + se observo que todas las secuencias alinearon sobre secuencias del
gen L1 reportadas en GenBank para diferentes tipos de VPH. Estos alineamientos
permitieron identificar de forma preliminar los tipos VPH 6, VPH 16, VPH 33, VPH
45, VPH 58, VPH 73 y VPH 97. En la muestra UDN 331 no se logré confirmar el tipo
viral (Tabla 17).

En la muestra UDN 331F, al analizar las dos cadenas, en su cadena 5’-3" alined con
“06JAN_PHL_MY099_08" (ID: EU911303.1), la cual fue obtenida del cuello uterino de
una trabajadora sexual en Filipinas. Entretanto, UDN 331R en su cadena 3’-5" alined
con la secuencia “Isolate Isfahan M49-MF nonfunctional ORF-L1”(ID: GQ452050.1), tal
secuencia se obtuvo a partir de biopsia de cuello uterino embebido en parafina de
una mujer proveniente de Isfahan, Iran.

Las muestras en las que el alineamiento no permitid detectar un tipo de VPH
especifico correspondieron a aquellas codificadas UDN 328R, UDN 333R y UDN
347F. La muestra codificada con UDN 328R 3’-5" alined con la secuencia “Isfahan EL2
L1” (GQ179959.1). La muestra UDN 333R alined con la secuencia “Isolate Isfahan
M49-MF nonfunctional ORF-L1” (ID: GQ452050.1), cabe resaltar que esta es la misma
secuencia con la que alineo la muestra codificada como UDN 331R. Por ultimo la
muestra codificada como UDN 347F alineé con la secuencia “Isolate 1S601”
(U45937.1 1 HPU4593).
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Tabla 17. Resultados de los alineamientos de las 14 muestras VPH +.

Codigo de la Resultado Identidad % Score E-value  Tipo # Acceso de la secuencia
muestra Citoldgico o patologico de referencia
UDN 217F ASCUS 98/101 (97%) 169 bits (91) 6e-39 16 KF954093.1
UDN 217R ASCUS 90/94 (96%) 150 bits (81) 2e-33 16 GU076521.1
UDN 290F C() 92/94 (98%) 163 bits (88) 3e-37 45 KC470256.1
UDN 290R C() 92/95 (97%) 159 bits (89) 4e-36 45 KC470256.1
UDN 292F C() 46/51 (90%) 65.8 bits (35) 9e-08 97 EF202168.1
UDN 292R C() 72/79 (91%) 106 bits (57) 5e-20 6 EU056598.1
UDN 325F CCuU 80/91 (88%) 106 bits (57) 4e-20 16 FJ645037.1
UDN 325R CcCu 102/105 (97%) 176 bits (95) 3e-41 16 AF548821.1
UDN 328 F CcCu 82/85 (96%) 139 bits (75) 4e-30 6 KC706454.1
UDN 328 R CCuU 105/106 (99%) 189 bits (102) de-45 - GQ179959.1
UDN 329 F CCuU 80/82 (98%) 141 bits (76) 1e-30 58 AB819279.1
UDN 329 R CCuU 93/100 (93%) 143 bits (77) 3e-31 58 AB819279.1
UDN 331 F CcCu 136/137 (99%) 248 bits (134) 9e-63 - EU911303.1
UDN 331 R CcCu 101/114 (89%) 132 bits (71) 7e-28 - GQ452050.1
UDN 333 F CCuU 94/103 (91%) 134 bits (72) 2e-28 6 KC706454.1
UDN 333 R CCU 85/86 (99%) 152 bits (82) 6e-34 - GQ452050.1
UDN 337 F LIEAG 84/84 (100%) 156 bits (84) 4e-35 16 KF954093.1
UDN 337 R LIEAG 86/87 (99%) 156 bits (84) 4e-35 16 GU344766.1
UDN 338 F CcCu 79/81 (98%) 139 bits (75) 4e-30 58 AB819279.1
UDN 338 R CCU 85/91 (93%) 134 bits (72) 2e-28 58 AB819279.1
UDN 339 F LIEBG 88/88 (100%) 163 bits (88) 3e-37 16 KF954093.1
UDN 339 R LIEBG 104/109 (95%) 172 bits (93) 4e-40 16 AF548821.1
UDN 345 F LIEAG 84/84 (100%) 156 bits (84) 4e-35 16 KF954093.1
UDN 345 R LIEAG 100/107 (93%) 158 bits (85) le-35 16 KF954093.1
UDN 347 F CCuU 88/89 (99%) 159 bits (86) 3e-36 - U45937.11HPU4593
UDN 347 R CCuU 91/94 (97%) 158 bits (85) le-35 73 JQ902134.1
UDN 351 F LIEAG 82/83 (99%) 148 bits (80%) 7e-33 33 U45897.11HPU45897
UDN 351 R LIEAG 98/103 (95%) 163 bits (88) 3e-37 33 KC706450.1
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El gen L1 corresponde a la region tardia del genoma de VPH y codifica proteinas
estructurales de la capside; es una region conservada en todos los tipos de VPH, con
una region variable que ha permitido la identificacién de nuevos tipos de VPH
putativos (de Villiers, 2013). Al respecto Serrano et al., 2003 utilizaron PCR GP5/GP6
para la deteccion de VPH y polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP)
y/o secuenciacidon para la tipificacidn, en tal estudio la secuenciacién permiti6 la
identificacion de tipos de VPH que no fue posible tipificar por SSCP.

Melo et al., 2010, utilizaron PCR anidada y secuenciacion para tipificar VPH, la
secuenciacion permitié establecer el tipo viral en algunos casos, sin embargo, en
otras muestras no fue posible identificar el tipo de VPH debido a que estas muestras
evidenciaron varios patrones de secuenciacion que podrian deberse a infecciones
multiples. Al respecto en nuestro estudio en la muestra UDN 292, el alineamiento
realizado con la cadena 5-3" permitié detectar VPH 97 y al realizar el alineamiento
con la cadena 3’-5 se encontr6 VPH 6. Estos resultados se confirmaron con la
resecuenciacion de la muestra y podrian estar explicados por la presencia de co-tipos
en una muestra, sin embargo, para mayores analisis serian necesarios otros estudios
destinados a medir el alcance de la técnica implementada en esta investigacion.

La tipificacion PCR/secuenciacion resulta ser una buena herramienta en la
identificacion de tipos de VPH que no son posibles identificar con técnicas basadas
en hibridacion con sondas (Serrano et al., 2003). Respecto al gen L1 a pesar de ser
conservado genéticamente sus regiones variables permiten detectar y reconocer un
nuevo tipo viral con base en el andlisis de similitud. Segin de Villiers, 2013 debe
existir una similitud inferior al 90% para ser aceptado como un nuevo tipo de VPH.

De Villiers, 2013 realizé el andlisis filogenético utilizando genomas completos que
resultd casi idéntico al andlisis filogenético utilizando tnicamente las secuencias
completas del gen L1. Esta evidencia sugiere que se puede utilizar L1 como criterio
de clasificacion.

4.2.4 Frecuencia de los tipos de VPH detectados y riesgo oncogénico

En las 14 muestras secuenciadas el porcentaje de los genotipos de VPH de alto riesgo
fue de 78,6%, de los tipos bajo riesgo fue de 14,3% y de riesgo indeterminado 7,1%.
En la Tabla 18, se muestra la frecuencia y el riesgo oncogénico de cada tipo viral
detectado en la poblacién de estudio.
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Tabla 18. Tipos virales encontrados en esta investigacion.
La frecuencia corresponde al niimero de muestras en cual se detectd cada tipo de
VPH.

Tipo VPH Riesgo oncogénico  F (%)

6 Bajo riesgo 2 (14,3)
16 Alto riesgo 5(35,7)
33 Alto riesgo 1(7,1)
45 Alto riesgo 1(7,1)
58 Alto riesgo 2 (14,3)
73 Alto riesgo 1(7,1)
97/6 Alto riesgo 1(7,1)
ND - 1(7,1)

*F: Frecuencia. ND: No determinado. Fuente: esta investigacion.

Los tipos mas frecuentes fueron VPH 16, 6 y 58, aunque también se encontré VPH
33, 45, 73 y 97 En estudios realizados en Colombia los reportes para tipos de VPH
son variables. Garcia et al., 2010 y Farfan et al., 2010 encontraron mas frecuente el tipo
VPH 16. Sanchez y Suarez, 2012 reportaron en igual frecuencia los tipos VPH 11-55,
45, 53, 54, 56, 70 y 84. La variacion en la deteccion de los tipos de VPH puede estar
relacionada con eventos de transmision viral propios en cada poblacion, asi como
con eventos de predisposicion genética de las poblaciones hacia determinado tipo
viral.

De los tipos detectados el 14,3% fueron de bajo riesgo (VPH-BR) y correspondieron a
VPH 6; que ha sido relacionado con lesiones benignas del cuello uterino como los
condilomas acuminados, entre estos el VPH 6 y 11 son los responsables del 90% de
estas lesiones (Navarro ef al., 2011). Respecto a la capacidad oncogénica de los VPH-
BR se ha considerado que la proteina E6 no presenta las mismas capacidades que la
proteina E6 de tipos de VPH -AR, la cual esta ligada a la inactivacion de genes
supresores de tumores y su inactivacidon o degradacion depende de la via ubiquitina-
proteosoma (Pifia y Alvarado, 2012), para los tipos VPH-BR estos eventos son poco
claros.

Entretanto, el 78, 6% fueron VPH-AR: VPH 16, 33, 45, 58, 73, 97 .Entre los detectados
se encontr¢ tres tipos de VPH que han sido asociados mas frecuentemente con el
desarrollo de lesiones cervicales, VPH 16, VPH 33 y VPH 45, estos tipos se han
utilizado como base para el diagndstico molecular (Navarro et al., 2011). La
capacidad oncogénica de los VPH se debe a la expresion diferencial de los genes E6 y
E7, involucrados en la transformacion de epitelios escamosos. Se cree que VPH 16 es
capaz de inducir transformacion maligna sin integracion viral, lo que conlleva a
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considerar la participaciéon de otros factores en los procesos de transformacion
maligna (Sanchez et al., 2012).

De Villiers, 2013 encontré que VPH 97 estd relacionado filogenéticamente con VPH
45 y 18, mientras que VPH 73 se relaciona filogenéticamente con VPH 34. Un estudio
realizado por Garcia et al., 2013 demostré que en NIC II después de VPH 16 y 18, el
VPH 45 es el tercer tipo mas frecuente por lo cual, se puede considerar que su
potencial oncogénico esta en ascenso. Para esta investigacion la deteccion de VPH 45
es relevante dado que se encontr6 en una mujer con citologia (-) lo cual supone un
importante riesgo para la progresién a cancer si no se detecta tempranamente y se
toman las medidas de terapia o seguimiento adecuados.

Segun los resultados de la presente investigacion, aquellas mujeres con citologia (-),
VPH 6 co- VPH 97 se podria suponer a VPH 6 como un “facilitador” de la co-
habitacion con VPH-AR, o contrario a esto y tal como sugieren algunos autores, el
potencial oncogénico de VPH 97 podria influir en la activacion oncogénica de VPH 6
(Graterol et al., 2006).

4.2.5 Concordancia entre resultado de citologia y PCRL1+Secuenciacién

El analisis de concordancia de las técnicas se realizd entre citologia y PCR-L1
GP5+/GP6+; entre citologia y RLB no se realizo este andlisis debido a que los
resultados del RLB fueron negativos para todas las muestras y en consecuencia no
pueden ser utilizados en este tipo de analisis.

La concordancia entre el resultado de los resultados de la citologia y la deteccion del
VPH por PCR-L1 GP5+/GP6+ arrojo un valor estadistico Kappa de 0,14 lo que indica
que existe poca concordancia entre estas técnicas, el p-valor obtenido fue menor a
0,05, el porcentaje de concordancia fue del 93,42. En la Tabla 19 se muestra el nimero
de muestras positivas y negativas obtenidos con cada técnica y la concordancia
obtenida.

Tabla 19. Tabla de contingencia Citologia — PCR L1.

Citologia Total
Negativa  Positiva
Negativa 141 8 149
PCR Positiva 2 1 3
Total 143 9 152

Fuente: Esta investigacion.
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La frecuencia de VPH en mujeres con citologia (-) es menor a la de otros estudios,
con reportes del 10% en paises desarrollados y de aproximadamente 15,5% en paises
en desarrollo. En estas mujeres es muy probable que se elimine la infecciéon por VPH,
sin embargo estos mecanismos aun se desconocen (Chelimo et al., 2013; Amirian et
al., 2013). Se ha demostrado que el VPH puede afectar a cerca del 10% de las mujeres
sin alteraciones en la citologia (Arias et al., 2010), y solo entre un 10-20% de mujeres
con infecciones persistentes por VPH presentaran mayor riesgo si no se diagnostican
a tiempo (Mendoza et al., 2012).

La infeccién por VPH en mujeres con citologia (-) se explica por la presencia de
infecciones subclinicas en las que el VPH se presenta en forma episomal, y se
mantiene en fase de incubacién capaz de colonizar zonas del epitelio genital sin que
se observen manifestaciones clinicas o histologicas por ser una infecciéon latente
(Consuegra et al., 2004; Guglielmo y Rodriguez, 2010; Carrillo et al., 2012). En esta
etapa el VPH se establece en las células basales replicindose en un nimero bajo de
copias y utilizando la maquinaria de replicacién del DNA para la segregacion del
genoma viral durante la division de las células basales (Garcia et al., 2010; Palaoro et
al., 2013). De este modo las células basales se convierten en reservorios de virus una
vez son infectadas (Garcia et al., 2010; Castro y Pérez, 2013) y debido a la expresion
de proteinas como E2, inhibidor de la sintesis de oncoproteinas virales se garantiza
el control sobre la proliferacion celular y la capacidad de trasformacion de las células
infectadas (Garcia et al., 2010).

Estos resultados también se explican por la sensibilidad de la citologia que depende
de factores del agente viral que potencializan los cambios celulares lo que se
relaciona con una detecciéon mas sensible y especifica de la citologia (Méndez et al.,
2011). Otra limitacién son los falsos negativos que dependen propiamente la toma y
de todo el procesamiento de la muestra (Burd, 2003; Cendales et al., 2010; Carillo et
al., 2010). Por esta razén se ha sugerido que complementar la citologia con la
deteccién de VPH podria incrementar el valor predictivo positivo de una citologia
alterada (Almonte et al., 2010)

En las mujeres con citologia (-) las infecciones asintomaticas pueden tener un
proceso de regresion de uno o dos anos mediado por la inmunidad celular del
hospedero (Chelimo et al., 2013), estos procesos de resolucion generan cierto grado
de proteccion con respecto a reinfecciones con el mismo tipo viral (Méndez y Sainz,
2011). En esta mujeres también puede haber progresion a estadios neopldsicos que
van a depender de la interaccion del virus y el hospedero, y de factores como la
respuesta inmune, inflamacién crénica producto de otros agentes infecciosos,
integracion del genoma viral al genoma celular, la capacidad oncogénica de los tipos
virales (Almonte et al., 2010; Alvarez et al., 2011)
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Los resultados de infeccion por VPH en mujeres con ASCUS es menor a lo
encontrado por Lopez et al., 2012 con el 57,7% de VPH y Farfan, 2009 con una
frecuencia de VPH del 20,1%. En estas mujeres con ASCUS y VPH positivas para el
tipo 16 se ha registrado un riesgo de 32,5% para el desarrollo de LIEAG (Guglielmo
y Rodriguez, 2010).

Los casos de mujeres con ASCUS y VPH (-) podrian estar relacionado con el
porcentaje de regresion de las infecciones por VPH mayor al 55% y que pudo ocurrir
antes de la resolucion de los cambios morfoldgicos, se sabe que solo entre el 10% y
20% de estas infecciones persisten siendo las que mayor potencia oncogénico
presentan (Reina et al., 2008). El proceso de regresidon es mediado por el sistema
inmune que en condiciones normales resuelve la infecciéon por accién de una
inmunidad innata, la activacién de una respuesta tipo celular y la creacién de
anticuerpos dirigidos a las proteinas de la cdpside L1 y L2 ( Rincén et al., 2007).
Ademas en estas mujeres es importante aclarar el origen de estas anormalidades y
descartar si se tratd de reacciones asociadas a inflamacion. Sin embargo solo el 44,4%
presentaron inflamacién. En las mujeres con ASCUS y VPH (-), es de considerar el
aspecto subjetivo que involucra la evaluacion por citologia que va desde la toma de
la muestra hasta la validacion de los resultados mediante la comparacion entre
expertos (Cendales et al., 2010), ya que existe la posibilidad de tener falsos positivos
lo que probablemente explique la ausencia de infecciéon por VPH, al respecto en
paises en desarrollo la citologia ha tenido poco impacto debido a la dificil
reproducibilidad de los resultados y a las altas tasas de falsos negativos (Cendales et
al., 2010).

El valor predictivo negativo calculado para la PCRL1 fue de 95%, similar al
reportado en la literatura para los métodos basados en PCR para la deteccién de
VPH. Teniendo en cuenta este valor predictivo, se puede considerar que las mujeres
con ASCUS y VPH negativas tienen un riesgo reducido en comparaciéon a las
mujeres con ASCUS VPH positivas (Segovia y Mendoza, 2009). La falta de
concordancia también se explica por aspectos de la técnica molecular, entre las
cuales esta el rompimiento del producto amplificado durante el almacenamiento,
tipos de VPH que no amplifican de manera eficiente por discordancias en los
residuos de los primers, bajo numero de copias virales que no alcanzan a ser
detectadas, o también por interrupciones en el ORF de L1 regién que amplifican los
primers GP5+/GP6+ (Reigosa et al., 2004; Schmitt et al., 2008; Molano et al., 2010). Las
discordancias entre la citologia y la PCRL1, muestran la necesidad de evaluar
alternativas en los procedimientos de tamizaje de CCU los cuales pueden tener
efectos importantes en el manejo y orientaciéon de las mujeres con esta infeccién,
permitiendo una deteccion temprana de lesiones en CCU.
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4.3 Anadlisis de asociacion entre la infeccion por el VPH, caracteristicas
poblacionales y lesiones en CCU

4.3.1 Caracteristicas poblacionales de mujeres con citologia (-), ASCUS e
infeccién por VPH

4.3.1.1 Caracteristicas sociodemograficas e infeccion por VPH.

El analisis de esta poblacion mediante la prueba Chi-cuadrado, realizado entre la
infecciéon por VPH vy las caracteristicas sociodemograficas, gineco-obstétricas y
clinicas, demostré6 que no existe relacion estadisticamente significativa, con un
nivel de significacion p <0,05. Estos resultados sugieren que ninguna de las
variables incluidas pueden explicar o predecir la infeccién en la poblacion de
estudio, sin embargo es de gran relevancia analizar algunos patrones observados
entre los resultados, ya que una vez esta presente la infecciéon por el VPH, factores
como la edad, el nimero de companeros sexuales, infecciéon con otros organismo,
la inflamacion pueden incrementar el riesgo de desarrollar lesiones en CCU
(Garcia et al., 2010; Zhang et al., 2013).

En este estudio con relaciéon a la edad, se encontr6 la infeccion por VPH en dos
mujeres con citologia (-) de 25 y 49 afios de edad distribuidas en los rangos de edad a
y d. En las mujeres con ASCUS, se encontré infeccion en una mujer de 36 afnos.
Respecto al Numero de comparieros sexuales, se encontrd la infeccién por VPH en
mujeres con citologia (-) y ASCUS, que registraron en promedio 1-2 compafieros
sexuales, como se observa en la Tabla 20.

Tabla 20. Frecuencia de infeccion por VPH en relacion con edad y namero de
companieros sexuales de las mujeres con citologia (-) y ASCUS.

Edad C() ASCUS # companeros C() ASCUS
#M/(VPH+) #M/(VPH+) sexuales #M/(VPH+) #M/(VPH+)
Rangos 18-272 36/ (1)

28-37° 35 3/ (1) 1-2 111/ (2) 9/ (1)
38-47¢ 43 3 Rangos 3-4 27

48-574 25/ (1) 3 5-6 4

58y >¢ 4 7> 1

p-valor 0,577 0,325 0,900 K*

abede: cddigos de los rangos de edad. *C (-): Citologia negativa. # M: Numero de
Muestras; VPH+: Muestras positivas para la infeccion por VPH. Fuente: Esta
investigacion.
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4.3.1.1.1 Edad e infeccién por VPH

Los resultados de este estudio concuerdan con los reportados por Sanchez y Suarez,
2012 que no demostraron una relacion estadisticamente significativa entre la edad y
la infecciéon por el VPH. Sin embargo, en las mujeres con citologia (-) la edad y la
infecciéon por VPH, se presentaron acordes con los dos picos reportados en la
literatura, de 15 y 25 anos y en mujeres posmenopausicas mayores de 50 afios
(Alonso, 2005; Delgado et al., 2011). Aunque esta tendencia se ha encontrado de
manera similar en otros estudios es importante considerar que pueden existir
variaciones producto de las caracteristicas de la poblaciéon (Almonte et al., 2008).
Como se observa en un estudio desarrollado por de Sanjosé et al., 2007, en un meta-
analisis en el que se logro identificar una prevalencia global para el VPH del 26% en
mujeres menores de 25 afos, de 12% en mujeres entre 35 y 44 afios, y del 22% en
aquellas mujeres mayores de 54 afos. Asi también un estudio desarrollado por Xue
et al., 2009 demostraron que la tasa de infeccion por VPH se presento acorde con dos
picos el primero en mujeres < 20 anos y el segundo en mujeres > 60 anos. En
Colombia esta distribucion también fue observada asi: un 26,1% en mujeres menores
de 20 afios, un 2,3% en aquellas de 45 - 54 afios y un 13,2% en mujeres de 55 afos y
mas (Molano et al., 2002).

La infeccion en mujeres jovenes puede explicarse debido al inicio de relaciones
sexuales a temprana edad que las expone a esta infecciéon (Davila et al.,, 2011),
durante la adolescencia los tejidos cervico-uterinos son mas susceptibles a la accion
de carcinégenos y también a agentes infecciosos. Esto se debe a que la zona de
transformacion es compleja y dindmica, alli las glandulas endocervicales de células
columnares epiteliales son sustituidas por células escamosas metapldsicas (Castro et
al., 2011). Ademas las células del cuello del ttero son muy activas durante los afios
en que las mujeres menstruan y debido a ese desarrollo constante se puede
promover un crecimiento anormal siempre que existan otras condiciones (Rodriguez
et al., 2009). La zona de trasformacién es clave en el proceso de patogénesis, se ha
comprobado que todas las displasias comienzan con metaplasia escamosa inmadura,
que es susceptible a algunos factores vaginales como la acidez, el traumatismo,
irritacion cronica e infecciones (Tatti, 2008). En edades tempranas la inmadurez
cervical junto con deficiencias del flujo cervical protector y la ectopia cervical mas
frecuente durante la edad reproductiva se involucran con la mayor susceptibilidad
de adquirir una infecciéon por VPH (Sanchez, 2012).

Segun lo expuesto en la literatura sélo en algunas mujeres la infeccién persistente

por el VPH permitira el desarrollo de lesiones intraepiteliales y CCU (Almonte et al.,

2008; Kasap et al., 2011). Al respecto se ha observado mads probabilidad de

persistencia de lesiones con cambios clinicos y morfologicos determinantes en la

progresion neopldsica en mujeres mayores de 35 anos (de la Fuente et al., 2010), lo
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que concuerda con lo encontrado en este estudio, infecciéon por VPH en una mujer
con ASCUS de 36 anos. Ademas, con relacion al grupo de mujeres entre 28-37 afios
de edad, se ha observado que del 80 - 90% de mujeres menores de 30 afios debido a
su exposicion al VPH han desarrollado una inmunidad natural, que puede
permitirles la resolucion de la infeccion aproximadamente durante 24 meses
(Mendoza et al., 2012).

En mujeres mayores de 49 afios incluidas en este estudio, la infeccion por VPH
puede explicarse principalmente por la reactivacion de infecciones latentes asociadas
con la inmunosupresion y los cambios hormonales relacionados con la disminucién
de la funcién ovarica generada en la menopausia, ademas se ha observado que en
estas mujeres ocurre una disminucion de las células T fundamentales en el control de
la infeccién por el VPH y la progresion de lesiones en CCU (Ledn et al., 2011).
También es posible que se trate de nuevas infecciones debido al cambio en la
conducta sexual de la mujer como de su pareja, involucrandose con nuevas y mas
parejas sexuales (Tatti, 2008; Mendoza et al., 2012). En estas mujeres la deteccion
eficaz de VPH esta sujeta a la calidad de la muestra de cepillado cervical, ya que a
esta edad no es posible realizar una buena toma de la muestra para citologia en la
zona de trasformacion porque al pasar los afios esta zona migra dentro del canal
endocervical y se hace dificil su estudio (Safaeian et al., 2007).

Establecer la relacion entre la edad y la infeccion por VPH es importante en la
determinaciéon de la poblacién diana para el cribado del VPH. Al respecto, una
consideracion en las pruebas moleculares es la especificidad, se ha observado que en
mujeres jovenes la especificidad de estas pruebas es menor a la de la citologia, sin
embargo en grupos de edad de 35 afios o mas la especificidad de estas pruebas es
similar. Entonces en conjunto una mujer con citologia normal y VPH negativo tiene
un riesgo casi nulo de desarrollar CCU en los siguientes 6 afios (Almonte et al., 2010).

4.3.1.1.2 Numero de compafieros sexuales e infeccién por VPH

En este estudio no se encontr6 asociacion estadisticamente significativa entre el
numero de compafieros sexuales y la infeccién por el VPH en las mujeres con
citologia (-), y para las mujeres con ASCUS esta relaciéon no se pudo comprobar
(Tabla 20). Estos resultados son similares a los encontrados por Mendoza et al., 2012,
que no hallaron una relacién estadisticamente significativa con respecto a esta
caracteristica. En este estudio no se detecté infeccion por el VPH en mujeres con mas
de 2 companeros sexuales, sin embargo, Roura ef al., 2012, demostraron que el riesgo
de infeccion por VPH fue mayor a medida que aumentd el nimero de companeros
sexuales.
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La relacion entre la infeccién por el VPH y el numero de parejas sexuales se explica
debido al rol del hombre como vector y reservorio del virus (Silva et al., 2013).
Considerandose que tener mas de dos compafieros sexuales es un factor de riesgo en
la infeccion por el VPH que varia con el tiempo y el ntmero (Silva et al., 2008;
Chelimo et al., 2013). En este sentido se ha establecido que el inicio de vida sexual a
temprana edad incrementa la probabilidad de tener mayor niimero de comparieros
sexuales (Chavez et al., 2008) y asi el riesgo de contacto con la zona de trasformacion,
donde tienen origen el mayor nimero de neoplasias (Navarro et al., 2011; Carrero,
2012).

En la adolescencia la metaplasia activa puede interactuar con agentes carcindgenos
(Chavez et al., 2008), al respecto se conoce que el plasma seminal esta constituido por
componentes con propiedades inmunosupresoras que protegen a los
espermatozoides contra las células del sistema inmune presentes en el cérvix y que
son determinantes en la fertilizacion. Debido a estas propiedades se cree que en
presencia de carcindgenos este efecto del plasma seminal puede ser un cofactor que
contribuye al desarrollo de neoplasias (Navarro et al., 2011; Carrero, 2012). En este
sentido el crecimiento tumoral producto de la infecciéon por VPH posiblemente sea
regulado por vias inflamatorias inducidas por mediadores inflamatorios presentes
en el liquido seminal, ademas el plasma seminal influye en la liberacion de
metaloproteinasas de la matriz lo que potencia la metastasis, puede promover la
liberacion de 1L-1p3 e IL-8 las cuales tienen la capacidad de regular el microambiente
del tumor, por lo tanto se cree que una mujer que no utiliza métodos de barrera y
estd constantemente expuesta al plasma seminal por accion de varias parejas
sexuales podria tener un desequilibrio en el nivel de mediadores inflamatorios
potenciando la tumorogénesis de cuello uterino (Sutherland et al., 2012).

Schillaci et al., 2013, evaluaron 308 parejas que asistieron a los procedimientos de
fertilizacidn in vitro con el fin de analizar la relacidn entre la calidad del esperma y la
presencia de VPH, de este modo encontraron que 10/24 pacientes infectados con el
VPH su pareja femenina también presento la infecciéon por VPH de las cuales el 90%
fueron positivas para VPH de alto riesgo. También se encontré una concordancia
entre el tipo viral del 50%, por lo que estos autores sugieren que el hombre presenta
un papel importante en la trasmisién y mantenimiento de la infecciéon y como
consecuencia el aumento del riesgo de desarrollar CCU. La presencia del VPH en los
espermatozoides puede explicarse debido a que estos pueden actuar como
portadores de VPH sin presentar una alteracion en la calidad del semen, siendo el
mecanismo de infecciéon por el VPH a través de la interacciéon de un receptor
especifico localizado en la regién ecuatorial de la cabeza del espermatozoide. Lo
anterior permite al VPH utilizar los espermatozoides como un vehiculo lo cual
puede tener efectos en la génesis de la infeccidn (Schillaci et al., 2013).
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4.3.1.2 Caracteristicas gineco-obstétricas e infeccion por VPH

En el andlisis de infeccion por VPH y método de planificacion en las mujeres con
citologia (-), se encontré un resultado VPH+ y pomeroy y un resultado VPH+ sin
ningiin método de planificacion. Y en las mujeres con ASCUS se encontré un
resultado VPH+ y jadelle. El andlisis entre infecciéon por VPH e infeccién con otros
microorganismos en mujeres con citologia (-), se encontrd un resultado VPH+ y sin
infeccién con otros organismos y un resultado de VPH+ y Bacilo de Doderlein. En
mujeres con ASCUS se encontré un resultado VPH+ y sin infeccion con otros
organismos (Tabla 21).

Tabla 21. Frecuencia de infeccion por VPH en las mujeres con citologia (-) y ASCUS
que utilizan métodos de planificacion y presentan otras infecciones.

Meétodo de C() ASCUS Infeccidon con otros C() ASCUS
planificacion # M/ (VPH+) # M/ (VPH+) organismos # M/ (VPH +) # M/ (VPH +)
Microbiota de
o . 61 3
Vaginosis Bacteriana
Bacilo Doderlein 43(1)
Pomeroy 50(1) 3 Microbiota cocoide 7
A latori
s noviiatotio 19 Trichomonas vaginalis 3
DIU 16 1 Candida sp 5
Jadelle 7 1(1) Actinomicetos spp 2 1
Preservativo 6 1 erus Herpes 5
Simplex
Otro 5 Actinomicetos spp + 1

Bacilo Doderlein

Actinomicetos spp +
Ninguno 43(1) 3 Microbiota de 1

Vaginosis Bacteriana

Bacilo Doderlein +

Microbiota de 3

Vaginosis Bacteriana

No microorganismos 12(1) 5(1)
p-valor 0,126 0,704 0,840 0,638

*C (-): Citologia negativa. # M: Numero de Muestras. VPH+: Muestras positivas para
la infeccion por VPH. Fuente: Esta investigacion.
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4.3.1.2.1 Método de planificacién e infeccion por VPH

No se encontré relacidn estadisticamente significativa entre el uso de algun método
de planificacion en mujeres con citologia (-) y ASCUS (Tabla 21). Estos resultados
son similares a los reportados por Sdnchez y Suarez, 2012 quienes no encontraron
relacién entre el método de planificaciéon y la presencia de VPH en mujeres con
citologia normal. Sin embargo, considerando los métodos de planificaciéon de las
mujeres VPH + se observa que ninguno de estos métodos ofrece proteccién frente a
infecciones de trasmision sexual lo que probablemente se relaciona con la presencia
del VPH. En este sentido para Colombia una de las estrategias en la prevencion de
estas enfermedades fue el reconocimiento del condén como método de barrera y por
tanto medida de proteccién contra las ITS, incluyendo la infeccion por el VPH
(Arrivillaga et al., 2012; Tafurt et al., 2012) ya que es conocido que la falta de
proteccion durante el coito es uno de los factores predisponentes asociados con la
infeccion por VPH (Tamayo y Varona, 2006).

En Las mujeres con ASCUS e infeccion por VPH utilizan de preferencia el método de
planificacion Jadelle, anticonceptivo hormonal basado en un implante subdérmico
que contiene levonorgestrel uno de los principios activos de algunos ACO y al igual
que estos comparten efectos similares como, favorecer la ectopia cervical que induce
una mayor exposicion de la unidn escamo-columnar a potenciales agentes
carcinogenos y el incremento de infecciones bacterianas en el cérvix (Solis et al., 2010;
Pérez, 2011). Al respecto Tafurt et al, 2012, encontraron que el uso de
anticonceptivos hormonales fue mayor en mujeres con citologia anormal,
considerando que el uso de estos anticonceptivos puede ser uno de los factores
implicados en la citologia anormal.

El uso de anticonceptivos hormonales es importante de considerar en el desarrollo
de cancer de cuello uterino, se ha reportado que las hormonas esteroides como
estrégenos y progesterona pueden ser agentes cancerigenos, y actuar sobre la zona
de transformacion celular del cuello uterino. Ademas se ha indicado que el genoma
de VPH contiene un segmento de reconocimiento hormonal, que podria ocasionar
una interaccion entre los anticonceptivos orales y el VPH (Tafurt et al., 2012). Sin
embargo estas afirmaciones hasta el momento aplican solo al uso de anticonceptivos
orales y el uso prolongado de estos por mas de 5 afos (Ortiz et al., 2004; La Vecchia y
Boccia, 2014), al respecto estd documentado que Jadelle tiene un tiempo de duraciéon
aproximado de 5 afios tiempo después debe ser removido y remplazado por tanto es
cuestionable su eventual efecto en el desarrollo de neoplasias.
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4.3.1.2.2 Otros organismos e infeccion por VPH

En el total de poblaciéon de mujeres con citologia (-) y con ASCUS, la infeccion por el
VPH no se asoci6é con algun organismo considerado patdgeno en la vagina de la
mujer, solo se encontro la presencia de Bacilo de Doderlein en una mujer de citologia
(-), entre tanto el resto de la poblacion con infeccion por VPH no evidencio infecciéon
por otros organismo.

La infeccion por VPH identificada en presencia del Bacilo de Doderlein, concuerda
con los reportes de Sanchez y Suarez, 2012, resultado que se consideré normal ya
que este organismo hace parte de la microbiota habitual del cuello cervical. Sin
embargo es de considerar que influencias hormonales pueden involucrarse en la
disminucion de los bacilos de Doderlein conllevando a una baja en la defensa de la
autodepuracion contra otros organismos permitiendo el desarrollo de otras
infecciones (Sanchez et al., 2008). En este estudio no se tienen los datos de cantidad
de bacilos de Doderlein que permitirian establecer una relacion entre el equilibrio de
la microbiota normal y la defensa frente a agentes extrafios como el VPH. En la
poblacion con ASCUS, VPH (-) y co-infeccidn (-), las anormalidades en células
epiteliales del cuello uterino se explicarian en factores genéticos, inmunoldgicos o
fisiologicos propios de cada tejido, de cada mujer.

4.3.1.3 Cambios celulares reactivos asociados a inflamacion e infeccion por
VPH

En el andlisis de infecciéon por VPH y los cambios celulares reactivos en las mujeres
con citologia (-), se presentaron dos resultados con infeccién por VPH e inflamacion
leve y en las mujeres con ASCUS un resultado VPH+ sin ningtn tipo de inflamacion
(Tabla 22).

Tabla 22. Frecuencia de la infeccion por el VPH y algunas variables clinicas.

Cambios celulares C() ASCUS
Reactivos #M/(VPH+) #M/(VPH+)
Inflamacion leve 32 (2) 1
Inflamacién moderada 80 2
Inflamacion severa 19
Atrofia con inflamacion 4 1
No reporta 8 5(1)
p-valor 0,137 0,825

* C (-): Citologia negativa. # M: Numero de Muestras. VPH+: muestras positivas para
la infeccion por VPH. Fuente: Esta investigacion.
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No se encontrd relaciéon estadisticamente significativa entre los cambios celulares
asociados a inflamacion y la infecciéon por el VPH en mujeres con citologia (-) y
ASCUS (p-valor = 0,137 y p-valor = 0,825) (Tabla 22). Lo que sugiere que el estado de
este diagndstico no permite predecir infecciones por el VPH, sin embargo es de
relevancia que las mujeres con citologia (-) e infeccién por VPH hayan presentado
inflamacion. También es relevante que las lesiones intraepiteliales podrian
manifestarse por la presencia de células inflamatorias en la citologia en fases
tempranas de la enfermedad. Un estudio realizado por Gaitan et al., 2004,
encontraron que la prevalencia de lesion intraepitelial asociada a la citologia
inflamatoria severa fue del 48% por este tipo de resultados se ha propuesto la
evaluacién colposcopica con biopsia en aquellas mujeres con persistencia de cambios
inflamatorios pos- tratamiento (Silva et al., 2008; Cortifas et al., 2008).

Aunque algunos autores rechazan la utilidad de la citologia inflamatoria como
predictor de la lesién premaligna del cérvix, recientemente Zhang et al., 2013
encontraron que la infecciéon por VPH estd relacionada con inflamacion vaginal y
erosion cervical moderada, esta relacion también se ha encontrado en mujeres que
no se sometieron citologia de rutina por mdas de 10 anos. La asociacion entre la
infeccion por VPH y la inflamacion a partir de los cambios celulares reactivos, se
explica por la teoria inflamatoria que esta relacionada en la exposicién del epitelio
cilindrico del endocérvix con sus pliegues y glandulas hacia el exocérvix (Silva et al.,
2008). Segun lo reportado en la teoria el proceso de transformacion celular y la
progresion tumoral en el cérvix estd relacionado con un proceso inflamatorio, en
estos casos el efecto de las células inflamatorias se relaciona dentro de la produccion
de mediadores e inhibidores de la infiltracion leucocitaria y/o dafo vascular y de
células residentes tisulares, la estimulacion a la expresion de factores de crecimiento
y aumento del estrés oxidativo, en consecuencia la persistencia del proceso
inflamatorio facilita la trasformacién celular y la malignizacion (Carrero, 2012)

4.3.2 Anadlisis de las mujeres con lesiones LIEBG, LIEAG, CCU vy la infeccidon
por VPH.

4.3.2.1 Edad de las mujeres con LIEBG, LIEAG y CCU e infeccién por VPH.
Los resultados de la deteccion molecular del VPH y la edad de las mujeres
diagnosticadas con alguna lesion LIEBG, LIEAG y CCU no revelaron una relacién
estadisticamente significativa entre estas variables (Tabla 23). En general la infeccién
por el VPH se presentd en mayor frecuencia en los rangos de edad de 38-47 y 58>.
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Tabla 23. Frecuencia de infeccion por VPH segun la edad de las mujeres con LIEBG,

LIEAG y CCU.
Edad LIEBG LIEAG CCU Total
#M/(VPH+) #M/(VPH+) #M/(VPH +)

18-27 1 2(1) 2(1) 5

28-37 1 6 ) 7

38-47 3 5(2) 1(1) 9

Rangos ¢ 57 2(1) 1 1(1) 4

58y > ) 1 6 (4) 7

p-valor 0,670 0,358 0,736 32

abcde : cddigos de los rangos de edad. *# M: Numero de Muestras. VPH+: Muestras
positivas para la infeccion por VPH. Fuente: Esta investigacion.

No se encontro relacion estadisticamente significativa entre la edad de las mujeres
con LIEBG, LIEAG y CCU respecto a la infeccion por el VPH (Tabla 23). En las
mujeres diagnosticadas con LEIBG se detect6 infeccion por el VPH en una mujer de
41 anos de edad, al respecto es de considerar que del 70-80% de estas lesiones se
pueden autoresolver (Bosch et al., 2013). Molano et al., 2010 reportaron que la
regresion de estas lesiones esta influencia por la edad, asi mujeres mayores de 30
afos presentaron mayores tasas de regresion que las mujeres mads jovenes,
demostrando lo contrario a los reportes de otros estudios en los cuales el aumento en
la edad se asoci6 con el riesgo de persistencia de la infeccién y desarrollo de lesiones
intraepiteliales de alto grado. Sin embargo, considerando el tipo viral en esta mujer
una prueba positiva para el VPH 16 implica un mayor riesgo de progresion. Se ha
reportado que para el VPH 16 el riesgo de progresion a NIC III durante 12 afos de
seguimiento, en mujeres con dos pruebas de VPH positivas una al inicio del estudio
y otra a los dos afios fue del 47,4% (Bosch et al., 2013). En general en las mujeres con
LIEBG no se reportd alta frecuencia de infeccién por VPH, lo que es diferente a los
reportes en la literatura que plantea que la infeccion por VPH es una causa
fundamental en la aparicion de los NIC (Bosch et al., 2002; Pérez et al., 2013).

En los reportes de LIEAG se encontré infeccion por el VPH en tres mujeres de 26, 41
y 47 anos de edad. En este estudio la mayoria de mujeres con LIEAG fueron VPH
negativas, contrario a lo reportado por del Pino et al., 2011 que indicaron un alto
porcentaje de mujeres con infeccion por VPH vy este tipo de lesiones, de las cuales la
mayor frecuencia de VPH se observd en mujeres mayores de 31 afos, sin embargo
también se reportd casos VPH negativos cuyo porcentaje aumento con la edad. En la
presente investigacion mujeres menores de 26 afios con NIC II podrian tener un
proceso de aclaramiento o resolver la infeccién pues se ha reportado que mujeres de
15 - 25 afos tienen una probabilidad de regresion del 75% (Bosch et al., 2013).
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En las mujeres con CCU la infeccién se detectd en todos los rangos de edad que se
establecieron para esta poblacién. Sin embargo, la detecciéon de VPH asociado a CCU
fue mas frecuente en el rango de 58 o mas anos de edad. Al respecto Low et al., 2012
reportaron que el CCU fue mds comun en mujeres entre los 30-39 afios. Segun la
teoria se ha demostrado que las mujeres menores de 25 afos y mayores de 40 afios
son de alto riesgo para la infeccion por el VPH y el CCU, respectivamente (Silva et
al., 2008).

En la relacion edad-infeccion por VPH, se ha indicado una alta frecuencia de
infeccién en mujeres mayores de 40 afios, al respecto Zhang et al., 2013 demostraron
que la tasa de infecciones continuas por VPH en mujeres mayores de 45 afos fue
mas alta que la tasa de infecciones nuevas, sugiriendo que en estas mujeres la
recurrencia de infeccién por VPH es mayor que en mujeres jovenes. Sin embargo, el
mecanismos por el cual se ha establecido la relacion entre la infeccion por VPH y la
edad falta por esclarecerse. En mujeres mayores de 48 afios como las incluidas en
nuestro estudio diagnosticadas con alguna lesiéon en CCU, esta relacion edad-
infeccién por VPH, ha sido explicada por la reduccién en los niveles de estrégenos
en la post-menopausia, que probablemente influye en la capacidad para eliminar la
infeccion aumentando la susceptibilidad a infecciones multiples por VPH (Zhang et
al., 2013) y la persistencia viral (Baldauf et al., 2013).

En esta poblacion la infeccién por el VPH se detectd en mujeres menores de 27 afios
con LIEAG y CCU, estos hallazgos permiten reconsiderar el cribado primario
utilizando pruebas de deteccién de VPH en mujeres de 30 afios o mayores reportado
por Bosch et al., 2013. Es evidente que en nuestra poblacion la infeccion por el VPH
asi como las lesiones neoplasicas es diferente a lo conocido en otras poblaciones. Las
mujeres jovenes diagnosticadas con lesiones en CCU, probablemente estén
relacionadas con el inicio precoz de la vida sexual, durante el periodo de metaplasia
escamosa el cual es el momento mas critico para el riesgo potencial de
transformacion celular y para el desarrollo de neoplasia cervical. Durante este
periodo el cuello uterino es mas susceptible a las proteinas oncogénicas liberadas por
los VPH y se puede albergar VPH en sus células metapldsicas con la consiguiente
transformacion de estas (Cartaya et al., 2010; Tafurt et al., 2012).

4.3.2.2 Lesiones LIEBG, LIEAG, CCU e infeccién por VPH

El andlisis de regresion logistica entre las lesiones en CCU vy la infeccién por el VPH,
indico que las mujeres con CCU tiene un alto riesgo de infeccion por el VPH con un
OR=1, sin embargo, las LIEBG y LIEAGI también se asociaron con la presencia de
VPH. En general se encontrd una relacion estadisticamente significativa entre la
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deteccidon molecular de VPH vy las lesiones en CCU, p-valor < 0,05, cabe resaltar que
el CCU fue la categoria que registré mayor frecuencia de infecciéon por el VPH 70%
(7/10), (Tabla 24).

Tabla 24. Frecuencias de infeccién por VPH en mujeres con LIEBG, LIEAG y CCU.

Lesionesen CCU  # M/ (VPH +) p-valor OR LC9%% OR
Inferior Superior

LIEBG 7 (1) 039 071 0006 0,881
LIEAG 15 (3) 018 0107 0017 0,683
CCU 10 (7) 0,29 1

*#M: Numero de Muestras. VPH+: Muestras positivas para la infeccion por VPH.
Fuente: Esta investigacion

La relacién entre las lesiones LIEBG, LIEAG y CCU con respecto a la infeccién, fue
significativa (Tabla 24), estos resultados concuerdan con los reportados por Silva et
al., 2013 quienes encontraron una fuerte asociacion de la infeccién por el VPH con
lesiones de alto grado y cancer invasivo (OR = 10,56 y OR = 19,07), datos que
permitieron corroborar que la infeccion por el VPH esta implicada en el desarrollo
de cancer cervical. En esta investigacion la infeccion por VPH fue mas frecuente a
medida que aumentd el grado de lesion, de esta manera se detect6 infeccion por el
VPH en el 14,3% de las mujeres con LIEBG, en el 20% de LIEAG y en el 70% de las
mujeres con CCU. Estos resultados se pueden comparar con los reportados por
Lopez et al., 2012 que demostraron que la frecuencia de VPH aumento conforme a la
severidad de las anormalidades en células epiteliales presentandose como sigue:
10,9% en pacientes con citologia normal, del 31-75% en pacientes con células atipicas,
63,2% en LSIL y 83% en HSIL.

La deteccion de infeccion por VPH en mujeres con LIEBG y LIEAG fue menor a lo
reportado por Carrillo et al., 2010 que encontraron infeccion por VPH en el 97,5% de
mujeres con LIEBG y en el 92,9% de mujeres con LIEAG. Al respecto segun Bosch et
al., 2002 la infeccién por el VPH es indispensable en estos casos, siempre y cuando se
tenga la certeza del diagndstico histopatoldgico. Asi también se cree que el CCU es el
resultado de la infeccion no resuelta de ciertos tipos de VPH (Lizano et al., 2009). Sin
embargo, la deteccion del VPH en mujeres con CCU varia entre el 80 y 99,7%, lo que
depende de la sensibilidad de la técnica utilizada y la veracidad del diagndstico
histologico (Molano et al., 2010). En el presente estudio la frecuencia de infeccién por
VPH en las mujeres con CCU fue menor a lo reportado por Molano et al., 2010
quienes encontraron infeccion por VPH en el 94,6% de mujeres con CCU.
Considerando lo anterior la ausencia del VPH en algunas de las lesiones en CCU, se
podrian explicar por varios aspectos.
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Las limitaciones en la técnica, al respecto en esta investigacion, la metodologia
empleada PCRL1 utiliza los primers GP5+/GP6+ que amplifican sobre la diana L1, en
este sentido es conocido que en las lesiones de alto grado y CCU, el DNA de VPH se
integra en el genoma celular y que durante este proceso puede haber perdida del
fragmento de lectura abierta (ORF) de L1 por interrupciones o deleciones, por esta
razén los ensayos que solo detectan el gen L1 de VPH pueden disminuir su
sensibilidad en la deteccion del VPH y por tanto de una lesién grave, al respecto
Molano et al., 2010 demostraron casos de CCU positivos para VPH de alto riesgo
utilizando como diana E7, los mismos casos VPH negativos utilizando como diana
L1, lo anterior se pudo afirmar por el alto porcentaje de integracion del VPH 16
alrededor del 60% .

Debido a estos inconvenientes el disefio de una herramienta de diagndstico
molecular integral debe permitir la deteccion de los genes virales que se expresan en
diferentes etapas de la enfermedad (Molano et al., 2010 del Pino et al., 2011; 2010;
Shen y Rebeles, 2013). Ademas en la deteccion de VPH a partir de sistemas de PCR
se debe tener en cuenta que algunos primers amplifican de manera efectiva sobre
algunos tipos especificos de VPH, en este sentido puede haber un agotamiento de
reactivos como los dNTPs lo que interfiere en la amplificacion de otros tipos de VPH
con los cuales los primers no alinean completamente (Arroyo et al., 2013).

La muestra utilizada también tiene limitaciones, en el caso de biopsias se debe contar
con la confirmacion histologica, ya que se ha observado que algunos casos de
lesiones en CCU y VPH negativas, con frecuencia han tenido una colposcopia no
satisfactoria, sin lesiones identificables o con lesiones mas pequenas que aquellas
positivas para el VPH. Al respecto Eltoum et al., 2007 reportaron una variacion de 0-
17% de falsos negativos producto de errores en el diagnostico histologico. Molano et
al., 2010 realizaron una confirmacion del diagnodstico histoldgico antes de iniciar la
deteccién de VPH, concluyendo que un diagnostico histologico inadecuado puede
conllevar a discrepancias en las incidencias y prevalencias de VPH en lesiones pre
neoplasicas de alto y bajo grado.

Las muestras incluidas en parafina pueden tener un DNA degradado o
fragmentado, pueden existir problemas de inhibicion en la PCR producto de los
reactivos y la parafina utilizados durante la fijaciéon del tejido (Molano et al., 2010).
Ademas la biopsia puede ser ineficiente para evidenciar la infeccion por VPH. Al
respecto Webersinke et al., 2013 realizaron un estudio para comparar muestras de
frotis de cuello uterino y biopsia de la misma mujer con NIC, encontrando
discrepancias en la deteccion de VPH de alto riesgo, por lo se concluyé que las
muestras de frotis cervicales permiten detectar eficazmente la infeccion por VPH y
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que las muestras de biopsias que en este caso fue muestra fresca (sin parafina),
pueden pasar por alto en algunos casos el riesgo de progresion a CCU al no detectar
infeccion por el VPH 16. En este mismo estudio 14 muestras de biopsias cervicales
fueron negativas para la infeccion por VPH, mientras que los correspondientes frotis
fueron VPH positivos, al respecto los autores sustentaron estos resultados debido a
la recogida de muestras inadecuadas.

En 85,7% de las mujeres con LIEBG no se detectd la infeccion por VPH, en estos
casos cabe considerar si se trata de infecciones que fueron resueltas y por lo tanto
desaparecieron antes de la resolucién de la lesion (Eltoum et al., 2007). Al respecto
Molano et al., 2010 encontraron que el mujeres con LSIL y ASCUS/AGUS
diagnosticadas por citologia, al comparar el tiempo de eliminacién de la infeccion vs
tiempo de regresion del resultado citoldgico, el 21,5% de mujeres (43/200),
resolvieron la infeccion antes que los cambios anormales detectados por citologia. En
las mujeres con LIEBG y VPH (+) es conocido que solo algunas de estas infecciones
progresaran a LIEAG y CCU siempre y cuando las infecciones sean productivas y
aumenten la probabilidad de progresion (Quintero et al., 2008; Mufioz et al., 2009;
Lizano et al., 2009; Pérez et al., 2013).

En mujeres con LIEAG y VPH (-) es posible la presencia de una infeccion latente en
la cual no existe una replicacion activa y el virus puede permanecer en forma
episomal o integrado en el DNA celular del hospedero, en cuyo caso la interrupcion
en el ORF L1 durante este evento interferiria en su deteccion (Vinokurova et al.,
2008). El estado de latencia afecta la sensibilidad de la PCR, mas aun si la muestra
tomada no contiene las células portadoras o estas son escasas (Quintero et al., 2008).
En las LIEAG es de considerar que aun cuando el VPH no pueda ser detectado en un
momento dado, existe la posibilidad que esa infeccion en forma latente se reactive y
ocurra la progresion a CCU (Lizano et al., 2009). Algunos estudios sugieren que la
deteccion de DNA del VPH tiene una sensibilidad que varia entre 66 y 95% en
mujeres que presentan Neoplasia Cervical Intraepitelial — NIC II y NIC III (Sherris et
al., 2010).

En la determinacion de la progresion a CCU de las mujeres diagnosticadas con
LIEBG y LIEAG, es importante ademas de la deteccion del VPH, conocer la carga
viral que se asocia a la incidencia del VPH. En este sentido Jacquin et al., 2013
reportaron que las mujeres con carga de DNA de VPH 16 por encima de 200
copias/10° células tienen mas de 18 meses de incidencia acumulada que aquellas
mujeres con carga viral menor a 200 copias/10° células, sin embargo cabe aclarar que
la utilidad clinica de la carga viral del VPH sigue siendo controvertida.
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4.3.2.3 Lesiones LIEBG, LIEAG, CCU y tipos de VPH
Respecto a los tipos de VPH y su frecuencia en las lesiones en CCU, se observo que
las mujeres con CCU fueron las que presentaron mas tipos de VPH, como se observa

en la Tabla 25.

Tabla 25. Frecuencia de tipos de VPH encontrados en las mujeres con LIEBG, LIEAG

y CCU
Tipo viral
N .
lagnostico = ¢ 33 58 6 73 NI Total
LIEBG  1(100%) - ; - - ; 1
LIEAG  2(667) 1(333) - - - - 3
CCU 1(143%) - 2(28,6%) 2(28,6%) 1(143%) 1(143%) 7

N.I: No identificado. Fuente: Esta investigacion.

Los tipos de VPH detectados en las mujeres con lesiones en CCU fueron VPH 16 y
VPH 33. Ciapponi et al., 2011, encontraron VPH 16 en el 46,5% de las LIEAG. Silva et
al., 2013 reportaron VPH 16 en el 46% de LIEAG. Melo et al., 2003 indicaron que el
VPH 16, VPH 33 y VPH 45 fueron los mas frecuentes en LIEAG y carcinomas. La
frecuencia de tipos de VPH en mujeres con CCU de esta investigacion es diferente a
lo reportado por Molano et al., 2010, quienes encontraron VPH 16 y VPH 58 en el
48% y 5% de mujeres con CCU, respectivamente, sin reportar infeccion por los tipos
VPH 6 y VPH 73 (Tabla 25).

En nuestro estudio la detecciéon de VPH 16 en LIEBG y LIEAG sugiere la eventual
progresion a CCU, ya que existe evidencia de que el genoma del VPH 16 no siempre
se ha encontrado de forma integrada en algunos carcinomas y que la infecciéon por
este tipo es mas persistente lo que asegura una progresion a CCU en menor tiempo
en comparacion con otros tipos como el VPH 33 (Lizano et al., 2009; Vinokurova et
al., 2008).

Vinokurova et al., 2008 evidenciaron que los tipos VPH 16, VPH 18 y VPH 45 estan
presentes de forma integrada en algunos carcinomas mas frecuente respecto a VPH
33, concluyendo que a medida que aumenta la severidad de la lesion aumentan los
porcentajes de integracion. En el estudio anterior también se concluyo que el tiempo
de progresion de las lesiones precancerosas inducidas por los tipos VPH 16 y VPH
45 es mas corto que el tiempo de progresion de estas lesiones inducidas por VPH 33.

La infeccidn persistente por el VPH sigue siendo una de los principales factores de
riesgo para las lesiones de alto grado y CCU (Lizano et al., 2009). En estas mujeres
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diagnosticadas con lesiones en CCU la determinacion de los tipos de VPH resulta ser
importante en el control post tratamiento, ya que es posible que existan otros
factores influyentes en la persistencia de infecciéon por VPH de alto riesgo posterior
al tratamiento, al respecto Mongelds et al., 2013 encontraron que el 28% de mujeres
con lesiones en cancer de cuello uterino previamente sometidas a tratamiento
presentaron infeccién por el VPH, por tanto este resultado sugiere la importancia de
considerar la detecciéon de VPH y la carga viral en forma complementaria a la
citologia con el objetivo de identificar mujeres tratadas por lesiones en CCU con
mayor riesgo de desarrollar recidivas.

Mas del 80% de las LIEBG y el 100% de las LIEAG estan asociadas con VPH-AR
(Davila et al., 2011), aproximadamente el 10% de la infeccién causada por estos tipos
evoluciona aun proceso de transformacion, provocando la desregulacién de
oncogenes virales E6 y E7, que a su vez repercuten en la inestabilidad cromosomica
y acumulacion de mutaciones, necesarias para el proceso de carcinogénesis. Se ha
demostrado que la integracion viral, proceso caracteristico en la transformacion
depende del tipo viral y que su papel es garantizar una expresion constitutiva de los
oncogenes virales en un nivel requerido para el mantenimiento trasformado de la
célula (Vinokurova et al., 2008; Dauphin et al., 2010; Schmitz et al., 2012).
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CONCLUSIONES

El andlisis de asociacion de caracteristicas tales como edad, infecciéon con otros
microorganismos, uso de métodos anticonceptivos no permitié explicar la infeccion
por VPH.

La deteccion de LIEAG en mujeres >60 anos permite evidenciar el problema
relacionado con el diagnéstico tardio y el mayor riesgo de complicaciones y
mortalidad en estas mujeres respecto a aquellas en edad reproductiva, quienes
acuden con mayor frecuencia a la toma de citologia y a quienes se dirigen los
programas de prevencion de CCU.

La PCR -L1 + Secuenciacion permitié determinar tipos de VPH a partir de cepillado
cervical de muestras negativas para VPH mediante RLB.

Se implement6 una metodologia de tipificacion de VPH a partir de lisado celular, sin
extraccion previa de DNA, mediante PCR-L1 + Secuenciacion DNA, que podria
servir en la deteccién temprana e intervencién oportuna de la poblacion en riesgo de
cancer de cuello uterino.

Mediante el analisis de secuenciacion se encontraron los tipos de VPH 6, 16, 33, 45,
58, 73 y 97, en la poblacién de estudio, y en una muestra se logrd detectar infeccion
por co-tipos 6 y 97, lo cual deja ver el potencial de la metodologia empleada en el
tamizaje de mujeres en riesgo de infeccién por VPH.

Los tipos mas frecuentes detectados fueron VPH 16, 6 y 58, la variacion en la
frecuencia de deteccion de los tipos de VPH puede estar relacionada con eventos de
transmision viral propios en cada poblacion.

La deteccién de VPH AR tipo 16 mediante PCR-L1 + secuenciacién en mujeres con
ASCUS indica la importancia de implementar metodologias moleculares para el
diagnostico temprano de la infeccion por VPH en mujeres con riesgo de progresion a
CCuU.

El andlisis de regresion logistica determind que las mujeres con CCU fueron las que

presentaron mayor frecuencia de VPH, por tanto la infeccion por VPH constituye un
factor determinante en el desarrollo de CCU.
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En la deteccion molecular de VPH, el indice Kappa demostré concordancia entre
citologia y PCR-L1/Secuenciacion, esta ultima permitié la deteccién vy tipificacion de
VPH-AR 16, 58 y 33 en tanto que la citologia solo permitié la deteccion de
anormalidad sin identificacion del tipo de VPH.
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RECOMENDACIONES

Es necesario continuar hacia la validacién de la metodologia empleada en esta
investigaciéon para conocer la verdadera aplicabilidad, sensibilidad, robustez,
reproducibilidad y costo-efectividad respecto a otras metodologias de tipificacion de
VPH, comercialmente disponibles.

Es recomendable realizar el seguimiento a aquellas mujeres con citologia (-), ASCUS
(+) y VPH (+), con el fin de motivar a las empresas prestadoras de salud la
intervencién oportuna y asi minimizar la apariciéon de nuevos casos de CCU.

En futuras investigaciones es recomendable incluir metodologias que evalten la
presencia de genes como E6 y E7, ya que permitirian detectar la infeccién por VPH
en muestras con CCU y evaluar la carga viral, inicio de las relaciones sexuales y
otros factores han sido reportados en la génesis del CCU.
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ANEXOS
Anexo A. Formato de consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
PARTICIPAR EN LA INVESTIGACION:
Tipificacién del virus del papiloma POE:

humano-VPH y su relacién con
caracteristicas poblacionales y lesiones
en cancer de cuello uterino en mujeres
del municipio de Pasto.

Elaborado por: Claudia Sanchez, Karen

Sudrez, Nathaly Nicola y Milena
Guerrero F.

No 1

Pag 1

Fase 2
“Marcadores Moleculares y Epidemioldgicos en la Infeccidn por VPH y su Asociacidon con el
Desarrollo de Cancer de Cuello Uterino”
Proyecto de investigacion:

“Tipificacidon del virus del papiloma humano-VPH y su relacién con caracteristicas
poblacionales y lesiones en cancer de cuello uterino en mujeres del municipio de Pasto”

El presente estudio incluird Mujeres en edad reproductiva entre los 18 y 80 afios de edad,
activas y no activas sexualmente, no histerectomizadas con y sin carcinoma cervical.

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

Actualmente, la mortalidad por cancer de cuello uterino se concentra en la poblacidon 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 deteccion empleadas, el bajo impacto de
las medidas de prevencion y control para infecciones como VPH y en particular a la falta de
informacidén en las mujeres consideradas en alto riesgo.

Teniendo en cuenta lo anterior y a fin de dirigir alternativas destinadas al control de la
infeccion 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.
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Entre los resultados esperados: se podra analizar la informacidn poblacional junto con la
molecular para explicar la infeccion por VPH y su asociacidon con el desarrollo de CCU,
caracterizar la poblaciéon de riesgo en el municipio de Pasto para la infeccion por VPH y
posterior desarrollo de CCU, la implementacién de una metodologia molecular para la
deteccion 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.

*Si usted decide participar en el estudio se le tomara una muestra de cepillado cervical. Para
la toma de la muestra se contard con personal debidamente capacitado, asi mismo se
utilizardan 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.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO
PARA PARTICIPAR LA

INVESTIGACION:
Tipificacion del virus del papiloma POE:
humano-VPH y su relacién con No 1

caracteristicas poblacionales y
lesiones en cancer de cuello
uterino en mujeres del municipio
de Pasto
Elaborado por: Claudia Sanchez,
Karen Suarez, Nathaly Nicola y
Milena Guerrero F.

Pag 2

La participacion en el estudio es voluntaria y el beneficio que recibira esta representado en
la entrega de los resultados de las pruebas individualmente, guardando la confidencialidad
de los resultados. La privacidad de la participacién serd protegida y los resultados serdn
publicados sin identificacidn. 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 disposicion de ofrecerla a través de
medios de comunicacidon en la Universidad de Narifio Sede Pasto. La participante no
cancelard el valor de las pruebas, este costo sera asumido por el régimen de aseguramiento
al cual estd vinculada la paciente.

Si usted decide participar, firmard éste consentimiento haciendo constar que recibid 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 informacion incluida al estudio:

Milena Guerrero F.: MsC. Microbiologia. Universidad de Narifio
Teléfono: 317-705-2340

Cristina Santacruz M.: MD. Pasto Salud-ESE

Teléfono: 7201372-110

Nathaly Nicola Benavides. Estudiante de Biologia. Universidad de Narifio
Teléfono: 316-685-7742
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POE: No
7 ek e . CARTA DE CONSENTIMIENTO 1
1’* . :?'r INFORMADO
| b Elaborado por: Claudia Sanchez, Karen i
8 Sudrez, Nathaly Nicola y Milena Pag 3
Guerrero F.
Yo, , identificada con c.c. de

, lei este documento, comprendi que es un estudio sobre la Asociacién entre la
presencia y el tipo de VPH con los marcadores moleculares y epidemiolégicos 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 seran 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 serdn 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 Direccién
Firma de la participante Fecha Direccién
Firma de la participante Fecha Direccién

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 sesiéon de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el presente
documento.

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

Elaborado por: Claudia Sanchez,
Karen Suarez, Nathaly Nicola y
Milena Guerrero F.

Pag 4

Investigador principal:

Sede donde se realizara el estudio:

Nombre del participante:

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

Firma de la participante Fecha Direccién
Testigo Fecha Direccién
Testigo Fecha Direccién
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Anexo B. Formato “Historia clinica prevencién de cancer”
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Anexo C. Formato de resultado de citologia

133



Anexo D. Ensayo de optimizacion de Mg++ para PCR/L1 GP5+/GP6+

. Cantidad (ul) de los componentes de reaccion
Reactivo

E1l E2 E3 E 4 E>5

Agua ultrapura 8,75 8,75 8,75 8,75 8,75
Buffer (1X) 5 5 5 5 5

dNTPs(200 pM) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

GP5+ (1uM) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

GP6+ (1uM) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
DNA VPH 33 1 1 1 1 1

Taq pol (1,25 U) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25

MgCl2 (C) (ImM) (1,5mM) (2,0 mM) 2,5mM) (3,0 mM)

Agua ultrapura 3,5 pul 3 ul 2,5ul 2ul 1,5 ul
adicional

E = ensayo de optimizacién de MgClz. (C)= Concentracion
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Anexo E. Resultados negativos de Reverse Line Blot.
Columna 2 control VPH 33, columnas 3- 40, muestras de cepillado cervical, columna
41 control VPH 33.
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Anexo F. Alineamiento de las secuencias de muestras de cepillado cervical y biopsia

UDN 217 F

Human papillomavirus type 16 isolate HPV16-AH2, complete genome

Sequence ID: gb|KF954093.1 1 Length: 7906

Related Information

Range 1: 6667 to 6767. Strand: Plus/Plus

Query 18 ATT-TGTTCTGCCACATCTACTTCAGAAACTACATATAAAAATACTAACTTTAAGGAGTA 76
R NN R RN R R AN RN RN RN

Sbjct 6667 ATTATGTGCTGCCATATCTACTTCAGAAACTACATATAAAAATACTAACTTTAAGGAGTA 6726

Query 77 CCTACGACATGGGGAGGAATATGATTTACAGTTTATTTTTC 117
RN RN R RN RN RN RN RN
Sbjct 6727 CCTACGACATGGGGAGGAATATGATTITACAGTTTATTTTTC 6767

UDN 217 R

Human papillomavirus type 16 isolate Ir52 major capsid protein (L1) gene, partial cds

Sequence ID: gb|GU076521.1 | Length: 144Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 1 to 92. Strand: Plus/Minus

Query 31 AGTTCGTATTTTITATATGTAGTTTCCTGAAGTAGATATGGCAGCACATAATGACATATT 90
NN R N RN NN RN R R RN RN RN

Sbjct 92 AGTTAGTA-TTTTTATATGTAGGTTC-TGAAGTAGATATGGCAGCACATAATGACATATT 35

Query 91 TGTACTGCGTGTAGTATCTACCACAGTAACAAAA 124
FECEEEEEEEEE R e e e e e
Sbjct 3¢ TGTACTGCGTGTAGTATCTACCACAGTAACAAAA 1

UDN 290 F

Human papillomavirus type 45 isolate BF134, complete genome

Sequence ID: gb1KC470256.1 | Length: 7841Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 6647 to 6740. Strand: Plus/Plus

Query 25 TCTTCACAGAATCCTGTGCCAGGTACATATGACCCTACTAAGTTTAAGCAGTATAGTAGA 84
NN AN R RN AN R R A AR RN RN RAR

Sbjct 6647 TCTACACAAAATCCTGTGCCAGGTACATATGACCCTACTAAGTTTAAGCAGTATAGTAGA 6706

Query 85 CATGTGGAGGAATATGATTTACAGTTTATTTTTC 118
RN RN RRRRRRANRE
Sbjct 6707 CATGTGGAGGAATATGATTTACAGTTTATTTTTC 6740

UDN 290 R

Human papillomavirus type 45 isolate BF134, complete genome

Sequence ID: gb |KC470256.1 | Length: 7841Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 6596 to 6690. Strand: Plus/Plus

Query 27 AACTTAGTAGGGTCATATGTACCTGGCACAGGATTTTGTGTAGAGGCACATAATGTTAAA 86
FEEEEEEEEE TR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 6690 AACTTAGTAGGGTCATATGTACCTGGCACAGGATTTTGTGTAGAGGCACATAATGTTAAA 6631

Query 87 TTAGTACTGCGGGTAGTATCTACCACAGTAACAAA 121
FECEEEEEEEEEE e bt terr e
Sbjct 6630 TTAGTACTGCGGGTAGTGTCCACTACAGTAACAAA 6596
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UDN 292 F

Human papillomavirus type 97 isolate W15189, complete genome

Sequence ID: gb | EF202168.1 | Length: 7843Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 6576 to 6625. Strand: Plus/Plus

Query 82 TAAAAAGTAGTTGT-GTCATGTGGAAGAGTATGATTTACAGTTTATTTTTC 131
N RN RN RN R R R AR ARy

Sbjct 6576 TAAACAGTA-TAGTAGACATGTGGAAGAGTATGATTTACAGTTTATTITTTC 6625

UDN 292 R

Human papillomavirus type 6 isolate 1767 major capsid protein L1 gene, partial cds

Sequence ID: gb| EU056598.1 | Length: 342Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 43 to 121 Strand: Plus/Minus

Query 26 TGTAAATCCTCCTCTTCC-CCTGACGCATGTTCTCTTTATAATCAAAATTGGTGTATGTG 84
CEEEEEEE TR e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 121 TGTAAATCATACTCTTCCACATGACGCATGTACTCTTITATAATCAAAATTGGTGTATGTG 62

Query 85 GAACATGTACTTACGGATG 103
FEETEEEEPErrrr
Sbjct 61 GAAGATGTAGITACGGATG 43

UDN 325 F

Human papillomavirus type 16 isolate TV158a L1 protein (L1) gene, partial cds

Sequence ID: gb |F]645037.1 | Length: 276Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 4 to 94. Strand: Plus/Plus

Query 21 GCCGTATCTACTTCGTAACCTAACTATAATAATACAAACTTTAAAGAGTACCTACGA-GT 79
CEETEEErrerr ve e teeee tee e eeee e e Perrr e

Sbjct 4 GCCATATCTACTTCAGAAACTACATATAAAAATACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACAT 63

Query 80 GGGGAGGAATATGATTTACTGTTTATTTTTC 110
FECEEEEEEEEE R e e e e
Sbjct 64 GGGGAGGAATATGATTTACTGTTTATTTTTC 94

UDN 325 R

Human papillomavirus type 16 isolate 6

Sequence ID: gb| AF548821.1Length: 138Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 2 to 105. Strand: Plus/Minus

Query 14 CGGT-CTCTTCAAAGTTAGTATTTTTATATGTAAGGTTCTGAAGTAGATATGGCAGCACA 72
LR TR TR E e e e e e e e Ler e e e e e e e e

Sbjct 105 CGGTACTCTTTAAAGTTAGTATTTTITATATGTA-GGTTCTGAAGTAGATATGGCAGCACA 47

Query 73 TAATGACATATTTGTACTGCGTGTAGTATCTACCACAGTAACAAA 117
FECEEEEEEEEE R e e e e e e et e e e e e e
Sbjct 46 TAATGACATATTTGTACTGCGTGTAGTATCTACCACAGTAACAAA 2

UDN 328F

Human papillomavirus type 6 isolate 7 major capsid protein L1-like (L1) gene, partial sequence
Sequence ID: gb|KC706454.1 | Length: 403Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 223 to 305. Strand: Plus/Minus
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Query 28 AACTACATCTTCCCACATACACCAATTTCTGATTATAAAGAGTACATGCGTCATGTGGAA 87
FECEEEEEEEE P e e e e e te e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 305 AACTACATCTT-CCACATACACCAATT-CTGATTATAAAGAGTACATGCGTCATGTGGAA 248

Query 88 GAGTATGATTTACAGTTTATTTTTC 112
FECETEEEEEEE e terr e
Sbjct 247 GAGTATGATTTACAATTTATTTTTC 223

UDN 328 R

Human papillomavirus isolate Isfahan EL2R L1 protein gene, partial cds

Sequence ID: gb1GQ179959.1 | Length: 139Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 34 to 139. Strand: Plus/Plus

Query 4 GACGCATGTACTCTTTAT-ATCAGAATTGGTGTATGTGGAAGATGTAGTTACGGATGCAC 62
RN NN R R AN R R R RN AR R RN RRRAY

Sbjct 34 GACGCATGTACTCTITATAATCAGAATTGGTGTATGTGGAAGATGTAGTTACGGATGCAC 93

Query 63 ATAATGTCATGTTGGTACTGCGTGTAGTATCTACCACAGTAACAAA 108
CELEEEEEEEEE T e e e et e e e e e e e e e e e
Sbjct 94 ATAATGTCATGTITGGTACTGCGTGTAGTATCTACCACAGTAACAAA 139

UDN 329 F

Human papillomavirus type 58 genomic DNA, complete genome, isolate: JP1870

Sequence ID: dbjl AB819279.1 | Length: 7836Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 6686 to 6767. Strand: Plus/Plus

Query 32 AACTAAGGAAGGTACATATAAAAATGATAATTTTAAGGAATATGTACGTCATGTTGAAGA 91
FEEEEEEEEE TR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 6686 AACTAAGGAAGGTACATATAAAAATGATAATTTTAAGGAATATGTACGTCATGTTGAAGA 6745

Query 92 ATATGATTTACAGTTTATTTIT 113
FECEEE PR rered
Sbjct 6746 ATATGACTTACAGTTTGTTITIT 6767

UDN 329 R

Human papillomavirus type 58 genomic DNA, complete genome, isolate: JP1870

Sequence ID: dbjl AB819279.1Length: 7836Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 6630 to 6727. Strand: Plus/Minus

Query 18 TATTCCTT-ACATTATCATTTGTGTATATGTACCTTCCTTAGTTACTTCAGTGCATAATG 76
RN RN N R R R RN RN AR RN RN RN

Sbjct 6727 TATTCCTTAAAATTATCATTT-T-TATATGTACCTTCCTTAGTTACTTCAGTGCATAATG 6670

Query 77 TCATATTAGTGCTACGAGTAGTATCTACCACAGTAACAAA 116
FECEEEEEEEEE e e e e eer e terrerrr
Sbjct 6669 TCATATTAGTGCTACGAGTGGTATCAACCACGGTAACAAA 6630

UDN 331 F

Human papillomavirus isolate 06JAN_PHL_MY099_08 L1 capsid protein (L1) gene, partial cds
Sequence ID: gb|EU911303.1 | Length: 409Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 25 to 161. Strand: Plus/Plus
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Query 1 TGTTACTGTGGTAGATACTACACGCAGTACCAACATGACATTATGTGCATCCGTAACTAC 60
R RN R RN R RN NN R RN AR RN RRRR RN
Sbjct 25 TGTTACTGTGGTAGATACTACACGCAGTACCAACATGACATTATGTGCATCCGTAACTAC 84

Query 61 ATCTTCCACATACACCAATTCTGATTATAAAGAGTACATGCGTCATGTGGAAGAGTATGA 120
FECETEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e
Sbjct 85 ATCTTCCACATACACCAATTCTGATTATAAAGAGTACATGCGTCATGTGGAAGAGTATGA 144

Query 121 TTTACAGTTTATTTTTC 137
FECETEEETEErrT
Sbjct 145 TTTACAATTTATTTTTC 161

UDN 331 R

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

Sequence ID: gb1GQ452050.1 [ Length: 140Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 1 to 107. Strand: Plus/Minus

Query 4 GACGCATGTTCTCCTAACAATCAAGAAATTGGTGGAATGGTGGGAAAGAATGTAGTTACG 63
CEEEEEEEE T e e e e re e eee et b e v e b ey

Sbjct 107 GACGCATGTACTCTTTATAATCA-GAATTTGGT-GTAT-GT-GG-AAG-ATGTAGTTACG 54

Query 64 GATGCACATAATGTCATGTTGGTACTGCGTTGTAGTATCTACCACAGTAACAAA 117
CECEEEEEEEEE R e e e e e e e e e e et e e e e e e
Sbjct 53 GATGCACATAATGTCATGTTGGTACTGCGT-GTAGTATCTACCACAGTAACAAA 1

UDN 333 F

Human papillomavirus type 6 isolate 7 major capsid protein L1-like (L1) gene, partial sequence

Sequence ID: gb | KC706454.1 | Length: 403Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 219 to 314. Strand: Plus/Minus

Query 2 TGCATTCCGTAACTACATTCCTTTCCCACATTACACCAATTTCTGATTATAAAGAGTACA 61
FECEEEEEEEEE e e b e e e e e e e e e ey

Sbjct 314 TGCA-TCCGTAACTACAT--C-TT-CCACA-TACACCAA-TTCTGATTATAAAGAGTACA 262

Query 62 TGCGTCATGTGGAAGAGTATGATTTACAGTTTATTTTTCCATT 104
CECEEEEEEEEE R e e e e e Perr ey 1l
Sbjct 261 TGCGTCATGTGGAAGAGTATGATTTACAATTTATTTTITCAATT 219

UDN 333 R

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

Sequence ID: gb1GQ452050.1 | Length: 140Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 1 to 86. Strand: Plus/Minus

Query 13 CAGAATTTGGTGTATGTGGAA-ATGTAGTTACGGATGCACATAATGTCATGTTGGTACTG 71
CEEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 86 CAGAATTTGGTGTATGTGGAAGATGTAGTTACGGATGCACATAATGTCATGTTGGTACTG 27

Query 72 CGTGTAGTATCTACCACAGTAACAAA 97

FEEEEEEEEEE TR
Sbjct 26 CGTGTAGTATCTACCACAGTAACAAA 1
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UDN 337 F

Human papillomavirus type 16 isolate HPV16-AH2, complete genome

Sequence ID: gb |KF954093.1 1 Length: 7906Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 6684 to 6767. Strand: Plus/Plus

Query 32 CTACTTCAGAAACTACATATAAAAATACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATGGGGAGG 91
FEEETEEEEE TR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 6684 CTACTTCAGAAACTACATATAAAAATACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATGGGGAGG 6743

Query 92 AATATGATTTACAGTTTATTTTTC 115
FECETEEETEEE e e
Sbjct 6744 AATATGATTTACAGTTTATTTTTIC 6767

UDN 337 R

Human papillomavirus type 16 isolate Ir-PC97 L1 protein (L1) gene, partial cds

Sequence ID: gb1GU344766.1 | Length: 142Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 1 to 87. Strand: Plus/Minus

Query 31 AGTATTTTTATATGTAGTTTCTGAAGTAGATATGGCAGCACATAATGACATATTTGTACT 90
CEEEEEEEEEE e Ler e e e e e e e e e e e e e e e e e el

Sbjct 87 AGTATTTTTATATGTAGGTTCTGAAGTAGATATGGCAGCACATAATGACATATTTGTACT 28

Query 91 GCGTGTAGTATCTACCACAGTAACAAA 117
RN RN RN
Sbjct 27 GCGTGTAGTATCTACCACAGTAACAAA 1

UDN 338 F

Human papillomavirus type 58 genomic DNA, complete genome, isolate: JP1870

Sequence ID: dbjl AB819279.1 | Length: 7836Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 6688 to 6768. Strand: Plus/Plus

Query 32 CTAAGGAAGGTACATATAAAAATGATAATTITAAGGAATATGTACGTCATGTTGAAGAAT 91
FEEEEEEEEE TR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 6688 CTAAGGAAGGTACATATAAAAATGATAATTTTAAGGAATATGTACGTCATGTITGAAGAAT 6747

Query 92 ATGATTTACAGTTTATTTTTC 112
FEEETEEEEEEEE e

Sbjct 6748 ATGACTTACAGTTTGTTTTTC 6768

UDN 338 R

Human papillomavirus type 58 genomic DNA, complete genome, isolate: JP1870

Sequence ID: dbjl AB819279.1Length: 7836Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 6630 to 6719. Strand: Plus/Minus

Query 25 AAACATAATCA-TTTTATATGTACCTTCCTTAGTTACTTCAGTGCATAATGTCATATTAG 83
R N R R N A AR R AN R RR R RN

Sbjct 6719 AAA-ATTATCATTTITATATGTACCTTCCTTAGTTACTTCAGTGCATAATGTCATATTAG 6661

Query 84 TGCTACGAGTAGTATCTACCACAGTAACAAA 114
FECETEEEEE TEr e Perr e e
Sbjct 6660 TGCTACGAGTGGTATCAACCACGGTAACAAA 6630

UDN 339 F
Human papillomavirus type 16 isolate HPV16-AH2, complete genome
Sequence ID: gb | KF954093.1 | Length: 7906Number of Matches: 1
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Related Information

Range 1: 6679 to 6766. Strand: Plus/Plus

Query 28 CATATCTACTTCAGAAACTACATATAAAAATACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATGG 87
FEEEEEEEEE TR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 6679 CATATCTACTTCAGAAACTACATATAAAAATACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATGG 6738

Query 88 GGAGGAATATGATTTACAGTTTATTTIT 115
FECEEEEEEEEEEE e e e
Sbjct 6739 GGAGGAATATGATTTACAGTITATTTTIT 6766

UDN 339 R

Human papillomavirus type 16 isolate 6

Sequence ID: gb| AF548821.1Length: 138Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 2 to 110. Strand: Plus/Minus

Query 10 TCGTAC-GTACTCCTT-ACGTTAGTATTTTTATATGTAGTTTCTGAAGTAGATATGGCAG 67
AR N R R R R R N A R AR AR RN RN

Sbjct 110 TCGTACGGTACTCTTTAAAGTTAGTATTTTTATATGTAGGTTCTGAAGTAGATATGGCAG 51

Query 68 CACATAATGACATATTTGTACTGCGTGTAGTATCTACCACAGTAACAAA 116
FECEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 50 CACATAATGACATATTTGTACTGCGTGTAGTATCTACCACAGTAACAAA 2

UDN 345 F

Human papillomavirus type 16 isolate HPV16-AH2, complete genome

Sequence ID: gb |KF954093.1 1 Length: 7906Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 6683 to 6766. Strand: Plus/Plus

Query 32 TCTACTTCAGAAACTACATATAAAAATACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATGGGGAG 91
FEEEEEEEEE TR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 6683 TCTACTTCAGAAACTACATATAAAAATACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATGGGGAG 6742

Query 92 GAATATGATTTACAGTTTATTTIT 115
(AR RRRRR RN
Sbjct 6743 GAATATGATTTACAGTTTATTTTT 6766

UDN 345 R

Human papillomavirus type 16 isolate HPV16-AH2, complete genome

Sequence ID: gb1KF954093.1 | Length: 7906Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 6626 to 6732. Strand: Plus/Minus

Query 9 CGTACGT-CTCCTATAAGTTAGTATTTTTATATGTAGTTTCTGAAGTA-ATATGGCAGCA 66
FEEE TR PR e e e e e e e e e e e e e L ey

Sbjct 6732 CGTAGGTACTCCTTAAAGTTAGTATTTTITATATGTAGTTTCTGAAGTAGATATGGCAGCA 6673

Query 67 CATAATGACATATTTGTACTGCGTGTAGTATCTACCACAGTAACAAA 113
FECEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 6672 CATAATGACATATTTGTACTGCGTGTAGTATCAACAACAGTAACAAA 6626

UDN 347 F

Human papillomavirus, isolate I5S601, major capsid protein L1 (L1) gene, partial cds
Sequence ID: gb1U45937.1 |HPU45937Length: 458Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 102 to 190. . Strand: Plus/Plus

141



Query 32 GGCTAGTAGCTCTACTACAACGTATGCCAACTCTAATTTTAAAGAATATTTAAGACATGC 91
R RN R RN R RN NN R RN AR RN RRRR RN
Sbjct 102 GGCTAGTAGCTCTACTACAACGTATGCCAACTCTAATTTTAAAGAATATTTAAGACATGC 161

Query 92 AGAAGAGTATGATTTACAGTTTATTTTTC 120
FECEEEEEEEEE R e eeerr
Sbjct 162 AGAAGAGTATGATTTACAGTTTGTTTTTC 190

UDN 347 R

Human papillomavirus type 73 isolate M20 L1 protein (L1) gene, partial cds

Sequence ID: gb1]Q902134.1 | Length: 460Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 52 to 145. Strand: Plus/Minus

Query 28 TAACATTAGAATTGGCATACGTTGTAGTAGAGCTACTAGCCTGTGTACCTACACATACAG 87
NN NN R AN R R RN A R AR R RN

Sbjct 145 TAAAATTAGAGTTGGCATACGTTGTAGTAGAGCTACTAGCCTGTGTACCTACACATACAG 86

Query 88 AAAAATTAGTGCTTCTAGTAGTATCTACCACAGT 121
CECEEEEEEEEEEE e e e e el
Sbjct 85 AAAAATTAGTGCTTCTAGTAGTATCTACAACAGT 52

UDN 351 F

Human papillomavirus type 33, isolate IS827, major capsid protein L1 (L1) gene, partial cds

Sequence ID: gbU45897.1 |HPU45897Length: 449Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 99 to 181. Strand: Plus/Plus

Query 35 CACTAGTGACAGTACATATAAAAATGAAAATTTTAAAGAATATATAAGACATGTTGAAGA 94
FEVEEEEEEEE R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e r

Sbjct 99 CACTAGTGACAGTACATATAAAAATGAAAATTITAAAGAATATATAAGACATGTTGAAGA 158

Query 95 ATATGATTTACAGTTTATTTTTC 117
FEEEEEEEEEEEE e rrrrr
Sbjct 159 ATATGATTTACAGTTTGTTTTTC 181

UDN 351 R

Human papillomavirus type 33 isolate 3 major capsid protein L1 (11) gene, partial cds

Sequence ID: gb | KC706450.1 | Length: 403Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 258 to 360. Strand: Plus/Plus

Query 13 TTATCTATTCTGTTACATTTTCATTTTTATATGTACTGTCACTAGTTACTTGTGTGCATA 72
R RN N R R R R RN R R RN N R AR AR NN

Sbjct 258 TTATATATTCTTTAAAATTTTCATTTTTATATGTACTGTCACTAGTTACTTGTGTGCATA 317

Query 73 AAGTCATATTAGTACTGCGAGTAGTATCTACCACAGTAACAAA 115

FECEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e
Sbjct 318 AAGTCATATTAGTACTGCGAGTGGTATCTACCACAGTAACAAA 360
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