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RESUMEN

El Virus Papiloma Humano (VPH) es uno de los virus mas frecuentemente
transmitidos por contacto sexual, se estima que mas del 50% de la poblacion ha
adquirido la infeccion en algan momento de su vida, lo que la convierte en un grave
problema de salud publica. Existen pocos datos sobre la prevalencia de esta
infeccion en hombres debido a que la atencion se ha centrado en la poblacion
femenina, lo que ha dejado de lado la importancia que tienen los hombres en la
transmision del virus. El objetivo del presente estudio es determinar la prevalencia
de infeccion por VPH e identificar los genotipos 16 y 18 en hombres asintomaticos.
Se analizaron 121 muestras de hombres asintométicos pertenecientes a tres
municipios del departamento de Sucre (Sincelejo, Tolu y San Marco). La deteccién
del ADN viral se realiz6 por PCR convencional y la genotipificacion se llevé a cabo
mediante PCR en tiempo real con sondas tipo escorpién. Se obtuvo una prevalencia
de infeccion de 73% en el municipio de Toll, seguido de San Marcos 32,4% y
Sincelejo con 29,8%. La prevalencia para los genotipos oncogénicos fue de 17,3%
para VPH16 y de 19,0% para VPH18. Los posibles factores de riesgos asociados a
la infeccion por VPH en este estudio fueron la edad de la primera relacion sexual,
haber contraido una infeccion de transmision sexual (ITS), el consumo de tabaco y
la edad. En este trabajo se puede concluir que la prevalencia de infeccion por VPH
en hombres es alta y que la presencia de al menos un genotipo oncogénico en esta
poblacion puede aumentar el riesgo en sus parejas sexuales de adquirir una lesion

maligna hasta el posible desarrollo de cancer.

Palabras claves: Virus Papiloma Humano (VPH), hombres, genatipificacion.



ABSTRACT

Human papillomavirus (HPV) infection is one of the most common sexually
transmitted infections in the world, it is estimated that more than 50% of the
population has acquired the infection at some point in their lives. The World Health
Organization (WHO) warns that HPV infection is a serious public health problem and
estimates the presentation of 445,000 new cases of cervical cancer annually, of
which 80% occur in developing countries. There is little data on the prevalence of
this infection in men because attention has focused mainly on the female population,
leaving aside the importance that men have in transmitting the virus. The objective
of the present study is to determine the prevalence of HPV infection and to identify
genotypes 16 and 18 in asymptomatic men. 127 samples of asymptomatic men
belonging to three municipalities in the department of Sucre (Sincelejo, Toli and San
Marco) were analyzed. Detection of viral DNA was performed by conventional PCR
and genotyping was carried out by real-time PCR with specific scorpion probes. A
73% prevalence of infection was obtained in the municipality of Tolu, followed by
32.4% in San Marcos and 29.8% in Sincelejo. Prevalence for oncogenic genotypes
was 17.3% for HPV16 and 19.0% for HPV18. Among the possible risk factors
associated with HPV infection are the age of onset of sexual intercourse, contracting
a sexually transmitted infection (STI), alcohol and tobacco use. In the present study
we can conclude that the prevalence of HPV infection in men is high and that the
presence of at least one oncogenic genotype in this population may increase the risk
in their sexual partners of acquiring a malignant lesion until the possible development

of cancer.

Keywords: Human Papilloma Virus (HPV), asymptomatic men, genotyping.



INTRODUCCION

Los Virus Papiloma Humano (VPH) pertenecen a la familia papillomaviridae, estos
son virus de ADN que infectan el epitelio estratificado de la piel y/o membranas
mucosales de humanos y animales. Existen alrededor de 100 tipos de VPH, con
potencial oncogénico diferente (Faridi, Zahra, Khan, & Idrees, 2011), siendo los tipos
16 y 18 los mas prevalentes. Alrededor del 50% de las mujeres se infectan con VPH
entre los 20 y 30 afios de edad (Kjaer et al., 2008) y la infeccion persistente con
estos virus puede permitir el desarrollo de neoplasias cervicales. Hasta la fecha se
conoce el papel del VPH en cancer cervical, en lesiones pre-malignas del cérvix,
vulva y vagina (Khan et al., 2007).

En Colombia la prevalencia de infeccion por VPH en mujeres es alta, y a pesar de
las campafias de vacunaciébn y oportuno tamizaje, los casos de céncer
cervicouterino siguen en aumento, convirtiéndose en el segundo cancer mas comun
en la poblacion femenina a nivel mundial y la principal causa de morbilidad y
mortalidad (Sheng & Zhang, 2010). A pesar del importante papel que el hombre
desempefia en la patogénesis del cancer de cérvix, son pocas las investigaciones
llevadas a cabo en esta poblacidn. Algunos autores reportan diferencias en las tasas
de prevalencia infeccion por VPH en poblacion masculina, debido principalmente a
los métodos de diagndstico empleados, la toma de muestra y la zona anatdmica
escogida (glande, surco balanoprepucial, escroto, uretra, prepucio, cuerpo del
pene).

Las herramientas moleculares han cobrado gran impacto en los ultimos afios debido
a su gran sensibilidad y especificidad; Actualmente la PCR en tiempo real es
ampliamente utilizada y a pesar de su alto costo se ha convertido en una excelente
herramienta para la deteccion y genotipicacion de VPH (Abreu, Souza, Gimenes, &
Consolaro, 2012). En el departamento de Sucre no existen estudios que reporten la
prevalencia de VPH en hombres asintomaticos, asi como tampoco los genotipos
gue puedan estar circulando en la region. Por esta razén los estudios encaminados
a la deteccion del virus en esta poblacion son de suma importancia para aclarar el
papel que juegan los hombres en el ciclo epidemioldgico de la infeccién por VPH.
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Se realiz6 la deteccion y genotipificacion de VPH por PCR y se analizaron los
posibles factores de riesgo asociados a la positividad para estos virus, tales como
comportamiento sexual, consumo de tabaco y alcohol, variables sociodemograficas,
entre otros, esto con el objetivo de conocer la situacion actual sobre la infeccion de
VPH en hombres en el departamento de Sucre y llevar a cabo campafas educativas

para el control y prevencion.
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1. MARCO REFERENCIAL

1.1 Estado del arte

1.1.1 Virus del papiloma humano (VPH)

Los papilomavirus son un grupo de virus que pertenecen a la familia papovaviridae
y que comprenden mas 120 genotipos. La investigacion en estos virus inicidé hace
mas de 100 afios cuando McFadyean y Hobday en 1896 demostraron la transmision
acelular de las verrugas en los perros. En humanos fue reportado por primera vez
por Ciuffo, que publicé en 1907 la transmision de verrugas comunes usando células
libres infiltradas. El papilomavirus fue descrito en 1933 por Richard Shope y hasta
los afios 70 fue cuando por primera vez el genoma del papiloma humano es clonado
en bacteria (Shope & Hurst, 1933). Sin embargo, el interés por la investigacion en
este campo resurgio hasta casi 80 afios después, cuando se demostro la relacion
entre algunas infecciones especificas por virus del papiloma humano (VPH) y el
cancer de cuello uterino, basandose en técnicas empleadas previamente para
detectar ADN del virus de Epstein-Barr en linfoma de Burkitt y en cancer naso-
faringeo. En 1983 se descubrié mediante Southern blot, la presencia de ADN de
VPH tipo 16 en canceres de cuello uterino, descubrimiento que le otorgd a Harald
zur Hausen el Premio Nobel de Medicina en 2008, junto con Luc Montagnier y

Francoise Barré-Sinoussi, descubridores del VIH.

1.1.2 Cancer de cuello uterino y VPH

Hasta la fecha se conoce que la infeccién por Virus Papiloma Humano es causa
necesaria pero no suficiente para el desarrollo de cancer de cuello uterino (CCU).
Esta infeccion constituye un grave problema de salud publica, como lo evidencia la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la cual estima que cada afio son
diagnosticados aproximadamente 500,000 casos nuevos de cancer de cérvix. Este
cancer es responsable de 190,000 muertes anuales, de las cuales, 80% ocurren en
paises en via de desarrollo. En Colombia, el CCU es la principal causa de mortalidad

por cancer en edad reproductiva debido a que la enfermedad es detectada en la
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mayoria de los casos en estadios avanzados. Segun datos de la Agencia
Internacional de Investigacion en Cancer (IARC), para el afio 2002 la patologia
presentd una incidencia anual de 36,4 nuevos casos por cada 100.000 mujeres y
una tasa de mortalidad de 18,2/100.000, valores superiores al promedio de los
paises latinoamericanos. Numerosos estudios epidemiolégicos han detectado
diferencias en la prevalencia de infeccién por VPH, esto generalmente por el método
de diagndstico empleado.

1.1.3 VPH en hombres

En Colombia, al igual que en otros paises, las politicas y programas de salud sexual
y de la reproduccion, y los esfuerzos en investigacion se han concentrado en ejercer
un amplio control epidemiolégico de la infeccion en la poblacion femenina, omitiendo
el rol que el hombre cumple en el ciclo de infeccion. El problema en los hombres no
ha sido evaluado completamente y se cree que el caracter asintomético de la
infeccion en ellos es el responsable de la transmisién en mujeres, lo que los
convierte en un posible reservorio, que contribuye a mantener los niveles de
infeccidn y de cancer cervical. La existencia de reservorios de VPH potencialmente
oncogénicos entre hombres es frecuentemente subclinica. Sin embargo existe una
clara relacion entre VPH de alto riesgo y cancer (Hartwig, Syrjanen, Dominiak-
Felden, Brotons, & Castellsague, 2012). El carcinoma de células escamosas del
pene es un tumor maligno poco comun, el cual representa menos del 1% de los
canceres en hombres adultos en Norte América y Europa, pero en Asia, Africay Sur
América representa mas del 10%. Algunos estudios han correlacionado VPH con
neoplasias en otras areas anogenitales, tales como carcinoma de células
transicionales de vejiga, uretra, laringe, ano etc. La magnitud de la contribucion del
hombre al riesgo de desarrollar canceres relacionados con el VPH en la poblacion,
depende principalmente de dos factores: el patrén de conductas sexuales en la
poblacién y la prevalencia de VPH en la misma.

Desafortunadamente es poco lo que se conoce acerca de la historia natural de la
infeccion por VPH en hombres, los estudios realizados hasta la fecha se han
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centrado en la deteccion del virus por diferentes métodos de diagndstico lo que ha
proporcionado que los resultados y las tasas de prevalencia de la infeccion en estas
investigaciones difieran significativamente. La variacion en la prevalencia reportada
es probablemente debido a las diferencias en las técnicas de muestreo, la poblaciéon
de estudio, los sitios genitales muestreados (escroto, glande, cuerpo del pene etc.),
y los métodos para la deteccion de ADN del virus. En un estudio realizado por Anna
Giuliano y colaboradores en Tucson y Florida (USA) reportaron una prevalencia de
52,8% en 290 hombres entre 18 y 44 afios. En paises latinoamericanos como
México, diversos autores han reportado prevalencias de 8,5%, 44,6% y 57,3%
(Aguilar et al., 2006; Lajous et al., 2005; Lazcano-Ponce et al., 2001). En Chile
Guzman et al.,(Guzman et al., 2008) reportaron una prevalencia de 80%, asi mismo
un estudio realizado en Brasil se demostro una prevalencia de la infeccion de 72,1%
por cualquier genotipo (Freire et al., 2014).

No solo las técnicas usadas para la deteccion de VPH han incurrido en las
diferencias presentadas en las tasas de prevalencia si no también el tipo de muestra
empleada en cada ensayo, asi lo indica un estudio realizado por Aguilar et
al.,(Aguilar et al., 2006) donde evaluan diferentes sitios anatdmicos y concluyen que
algunas zonas de genitales como meato y uretra no contribuyen de manera
significativa para la deteccion y analisis de VPH. Otros autores sin embargo han
demostrado que como minimo, el cuerpo del pene y el glande/surco coronal deben
ser muestreados en hombres heterosexuales y que las muestras de escroto,
perianales, o muestras anales también debe incluirse para la deteccion éptima de
VPH (Giuliano et al., 2007).

Por otro lado la asociacion de infeccion con VPH y posibles factores de riesgos
como consumo de alcohol, comportamiento sexual, fumar, entre otros, han sido
ampliamente abordados en varias investigaciones. Schabath et al., en un estudio
prospectivo multinacional demostré que hombres fumadores exhibian una alta
incidencia y una mayor probabilidad de adquirir una infeccion genital por VPH
(Schabath et al., 2014). Otro estudio realizado en el estado de Morelos- México en

estudiantes hombres encontraron asociacion estadistica entre el inicio de relaciones
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sexuales, enfermedades de transmision sexual y relaciones con prostitutas con la
infeccion de VPH (Vera-Uehara et al., 2014).

La importancia de la circuncisién en hombres como posible factor de proteccion ha
sido ampliamente demostrada en diversos estudios. Un estudio multicéntrico
llevado a cabo por la Agencia Internacional para la Investigaciéon en Cancer (IARC)
en hombres circuncidados y no circuncidados arroj6 como resultado que los
hombres circuncidados tienen tres veces menos probabilidad para albergar el VPH
en el pene gque los hombres no circuncidados.

Castellsagué y colaboradores (Castellsagué et al., 2002) demostraron que la
circuncision en hombres esta asociada con una reduccién en el riesgo de
adquisicién de VPH en el pene y en el caso de hombres con historia de mdultiples
parejas sexuales, una reduccion del riesgo de cancer cervical en su pareja femenina
actual. Asi mismo en un estudio realizado en Kenia reportaron que los hombres no
circuncidados y con mayor nimero de parejas sexuales tienen mayor riesgo de
adquirir VPH de alto riesgo (Backes et al., 2013).

Sin embargo algunos autores como Ginesa Albero et al., en un trabajo realizado en
hombres de México, Brasil y Estados Unidos, reportaron que la circuncision en esta
poblacion no esté asociada con la incidencia y aclaramiento de la infeccion del virus,
excepto para algunos genotipos, estos autores manifiestan que esto pudo deberse
a las muestras utilizadas para la obtencion del ADN que provenian de una
combinacion de exfoliado de pene y escroto lo que probablemente limitdé la
posibilidad de elucidar el verdadero efecto de la circuncisién en hombres en la zona
distal del pene (Albero et al., 2014). Todas las investigaciones antes mencionadas
estdn encaminadas a la deteccion del VPH en hombres, estimar su prevalencia y
elucidar posibles factores de riesgos, sin embargo es poco lo que se ha realizado
en nuestro pais para determinar y conocer el verdadero rol del hombre como
portador asintomatico del Virus Papiloma Humano.

En Colombia se han realizado algunos estudios para detectar y genotipificar VPH
en hombres y se espera que con los avances en diagndstico molecular se puedan
incrementar estos estudios y a la vez se establezca una técnica Gold estandar para

la deteccion de este virus en hombres y de esta forma se puedan reducir las muertes
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por cancer de cérvix en nuestro pais. El presente estudio se basé en la deteccion y
genotipicacion de VPH en hombres asintométicos en tres municipios del
departamento de Sucre con el fin de conocer la prevalencia, los posibles factores
de riesgos asociados a la infeccion y por consiguiente generar campafas de

prevencion y control del cancer de cérvix y pene.

1.2 MARCO TEORICO

1.2.1 Virus Papiloma

Los Virus Papiloma son los microorganismos responsables de las verrugas
cutaneas y genitales que afectan al ser humano y a los animales. Los virus
pertenecientes a este grupo estan ubicados dentro de la familia papillomaviridae.
Las particulas virales tienen un diametro de 52-55 nm. Su genoma esta compuesto
por una doble cadena de ADN, constituida aproximadamente por 7.900 pares de
bases, e incluida dentro de una capside icosaédrica de 72 capsdémeros, que
contienen las proteinas L1 y L2 (Pfister, Nurnberger, Gissmann, & zur Hausen,
1981) (Figural).

L1 hexavalent
} capsomer
(n=60)

pentavaleni¥
capsomer

Figura 1. Representacion tridimensional de la capside de VPH.

Representacion tridimensional de la capside de VPH. Imagen obtenida por criomicroscopia electrénica (cryEM)
de la capside de VPH compuesta por 72 capsomeros en forma de estrellas. EI VPH se compone de 60
capsomeros hexavalente y 12 capsémeros pentavalentes, que consiste en todos los pentameros de L1. La
proteina L2 no es visible por cryEM pero se cree que esta asociado con los capsémeros pentavalentes (D. A.
Galloway, 2003).
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1.2.2 Historia

En 1959 Stone y colaboradores aislaron por primera vez el virus del papiloma a
partir de un corte histologico de tumor de conejo el cual habia sido mantenido en
glicerina durante un afio, de esta forma lograron comprobar que el virus de papiloma
se puede ubicar en estratos celulares donde exista poca presencia de queratina y
de igual forma pudieron establecer que la proliferacion del virus inicia en el nucléolo
de las células infectadas (R. S. Stone, Shope, & Moore, 1959).

Morgan et al., en 1964, cultivaron cortes de tejido obtenido de condiloma de mujer,
que revelaron un aumento en la densidad celular, generado por la formacion de
capas multiples de tejido, que hicieron pensar la existencia de fases en proliferacién
en la lesion preexistente (Morgan & Balduzzi, 1964).

Posteriormente Zur Hausen H. en 1976 fue el primero en relacionar y estudiar al
Virus Papiloma Humano (VPH) como agente causal de cancer del cuello uterino.
En Noviembre de 1991 la Organizacion Mundial de la Salud, basada en estudios
epidemioldgicos y de laboratorio, determiné oficialmente al Virus Papiloma Humano
como agente asociado al desarrollo de cancer cervical. A partir de esto se han
instaurado programas de prevencion en la poblaciébn femenina, para darles a
conocer la importancia de la realizacion de tamizajes periédicos una vez hayan

iniciado relaciones sexuales (Bosch, Munoz, Shah, & Meheus, 1992)

1.2.3 Estructura del genoma

El ADN de los VPH es circular, de doble cadena, y contiene aproximadamente 7900
pares de bases. Su genoma se puede dividir en tres zonas: La region larga de
control (LCR), la region temprana (E= Early), y la region tardia (L= Late) (Munger et
al., 2004).

La region LCR corresponde al 15% del genoma viral y contiene los promotores que
inician la replicacion y controlan la trascripcion. Esta region se encuentra dividida en
dos dominios principales: el RE2, regulado por la presencia de la proteina viral E2,
el promotor temprano; y el dominio CE (celular enhancer), un fuerte potenciador de
la transcripcion (Munger et al., 2004). La especificidad tisular de los papilomavirus
reside en el CE, donde la participacion conjunta de factores celulares promueve la
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actividad del promotor temprano exclusivamente en células de origen epitelial
(Munger et al., 2004). La regién CE se compone de humerosos sitios de asociacion
especifica de diversos factores de transcripcion de origen celular, tales como AP-1,
NF-1/CTF, Octa-1, TEF o F. Ademas, se ha descrito la presencia de un elemento
de respuesta a glucocorticoides (ERG), el cual promueve la transcripcion de VPH

por un estimulo hormonal (Munger et al., 2004). (Figura 2).
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Figura 2. Mapa genético de laregion larga de control (RLC) de VPH.

Representacién esquematica de la region reguladora de HPV con los sitios de uniéon para factores de
transcripcion representados. Los cuatro sitios de unién de E2 se muestran y su disposicion y el espaciamiento
se conservan entre los tipos de HPV de la mucosa, asi como la caja TATA de unién a la TFIID factor de

transcripcion general y los sitios de unién SP1. Se muestra la secuencia de nucleo potenciador que contiene
AP1 que se ha demostrado estar involucrados en la regulacién de varios otros tipos de VPH (Thierry, 2009).

La regidon temprana (E= Early) representa el 45% del genoma, contiene 7 marcos
de lectura abierta que codifican para proteinas no estructurales, cuya funcién es
controlar la replicacion del DNA e inducir la transformacién maligna de la célula
huésped.

La proteina E1 controla la replicacién episomal del ADN, a través de la codificacion
de un modulador de (E1-M), y de un factor de replicacion (E1-R). Mientras que esta
zona del genoma se encuentre completa y funcional se produce una replicacion
normal, evitando la integracion del DNA viral al genoma de la célula (Munger et al.,
2004).

La proteina E2 juega un papel muy importante en el ciclo de vida ya que posee la
capacidad de reprimir o activar los promotores virales. Codifica un factor represor
de transcripcion (E2-TR) que inhibe la transcripcion del promotor P97, el cual dirige
la sintesis de E6 y E7 (Munger et al., 2004). La proteina E4 interviene en la
maduracién de las particulas virales. Se cree que esta proteina inicia los cambios

coilociticos en las células epiteliales. Su accion se pierde cuando se integra el ADN
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viral al genoma de la célula (Munger et al., 2004). La proteina E5 es una pequeiia
proteina de 44 aminoacidos que se une a la membrana citoplasmatica. La pérdida
0 mutacion de esta region, evita la replicacién episomal del DNA y favorece la
integracion del ADN al cromosoma (Munger et al., 2004).

La proteina E6 y E7 del VPH inactivan a las proteinas celulares p53 y pRB
respectivamente, las cuales estan implicadas en el ciclo de division celular,
perdiendo la actividad reguladora del mismo y facilitando los procesos de
transformacion celular, escasa en los VPH de bajo riesgo pero importante en los de
alto riesgo. E7 evita la apoptosis de las células infectadas formando complejos con
una proteina celular (E6-AP) y uniéndose a p53, una proteina supresora de tumores,
ala cual degraday la proteina E7 actua como un “mitdgeno” cuya funcion es facilitar
la infeccion del virus (Munger et al., 2004).

La region tardia (L), corresponde al 40% del genoma, contiene dos genes que
codifican las proteinas estructurales de la capside: L1, produce una proteina de
54,000 daltons que se produce a mayor cantidad, la cual se encuentra muy
conservada entre los diferentes tipos de VPH, L2 es especifica para cada tipo viral
(Munger et al., 2004) (Figura 3).
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Figura 3. Mapa genético de VPH.

La regién temprana del genoma de VPH contiene seis Marcos abiertos de lectura que corresponden a los genes
El, E2, E3, E4, E5, E6 y E7, los cuales codifican para las proteinas necesarias en la replicacion viral y la
transformacion de los tejidos. La region tardia codifica para dos proteinas de la capside viral: L1, la mayor
proteina estructural; y L2, la proteina que se une al ADN encapsulado. Ademas se observa una region
reguladora aguas arriba, también llamada la region larga de control (RLC), que contiene un origen de replicacion
y elementos reguladores de accion en cis de la transcripcion (Margaret A. Stanley, 2012)
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1.2.4 Biologia del VPH

El Virus Papiloma Humano, al igual que otros virus, aprovecha la maquinaria celular
para replicarse; El ciclo de vida del VPH estéa ligado al programa de diferenciacion
de la célula huésped infectada, el queratinocito, pero la expresion de altos niveles
de proteinas virales y el ensamblaje viral ocurren exclusivamente en las capas
superiores, es decir, en los estratos espinoso y granuloso del epitelio escamoso
(Pett et al., 2006). Las células en la capa basal consisten en células troncales y
células en transito que se estan dividiendo continuamente y proveen un reservorio
de células para las regiones suprabasales (Middleton et al., 2003).

La infeccion de estas células por el VPH conduce a la activacion de la expresion en
cascada de los genes virales, que provoca la producciéon de aproximadamente 20 a
100 copias extra cromosomicas de ADN viral por célula. Este promedio de numero
de copias permanece estable en las células basales indiferenciadas a través del
curso de la infeccion (Bosch, Lorincz, Munoz, Meijer, & Shah, 2002; Middleton et al.,
2003). La integracioén viral ocurre mas comunmente en las células que contienen
este numero de episomas. En estos, la expresion de genes virales es minima; en
particular, la expresién de los oncogenes E6 y E7 esta bajo un control muy estricto,
y sus proteinas son discretamente detectables. Cuando el queratinocito infectado
entra al compartimento de diferenciacion, sale del ciclo celular, ocurre una
regulacion positiva de la expresion de los genes virales, sobreviene la replicacion
del ADN viral y entonces el numero de copias virales aumenta al menos a 1000
copias/célula, observandose abundante expresion de los genes tempranos E6 y E7
y de los genes tardios(Longworth & Laimins, 2004). Las infecciones genitales por el
VPH son transmitidas principalmente por contacto sexual, se considera que a través
de micro- abrasiones del epitelio que expone a la infeccidn viral a las células de la

capa basal (Bosch et al., 2002) (Figura 4).
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Figura 4. Representacion esquemaética de la infeccion por VPH de una capa epitelial.

Representaciéon esquematica de la infeccion por VPH de una capa epitelial. La infeccion comienza con la unién
de los viriones a las células basales. El genoma VPH se amplifica a 20-50 copias por los genes E1 y E2 que
actian como factores de transcripcion. La expresion de las proteinas E6y E7 en las células parabasales bloquea
la quiescencia permitiendo de este modo la continuacion de la proliferacion celular, sin interrumpir la
diferenciacion de las células epiteliales. En las capas periféricas del epitelio, los genes tardios se transcriben, y
se produce el ensamblaje del virus. Los viriones se encuentran en las células que estan destinados a ser
liberados (Denise A. Galloway & Laimins, 2015) .

1.2.5 Clasificacion de los VPH

Hasta el momento han sido secuenciados total o parcialmente mas de 100 tipos y
subtipos de VPHSs. De todos ellos, aproximadamente 40 tipos se han aislado en
lesiones intraepiteliales del tracto genital inferior (TGI) y entre 15 y 20, en
carcinomas. Segun su riesgo oncogénico, se clasifican en tipos de VPH de bajo
riesgo (VPH-BR) y VPH de alto riesgo (VPH-AR) (Munoz et al., 2003)

Ciertos tipos virales pueden aparecer en lesiones cancerosas como resultado de
una co-infeccion y no ser los agentes etioldgicos causales de la transformacion
tumoral. Es indudable la gran prevalencia o implicacion en las patologias de alto
grado y carcinomas de los tipos 16 y 18 y los tipos 6 y 11 tienen efecto en las

patologias de tipo condilomatoso (Torroella-Kouri et al., 1998).
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1.2.6 Inmunidad de la infeccion por VPH

En las etapas previas al cancer invasor, como son el condiloma acuminado, las
neoplasias pre invasoras y Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC), el sistema
inmunologico aun es capaz de combatir y promover la regresion o mantener el tumor
localizado. Durante la regresion de las verrugas genitales se presentan infiltrados
locales de células mononucleares, incluyendo linfocitos T citotdxicos, células
asesinas naturales y macréfagos que invaden la epidermis y destruyen las células
neoplasicas. Durante la evolucion del tumor, las células tumorales adquieren
nuevas lesiones genéticas que les confieren ventajas selectivas, para evadir mejor
mecanismos de control del sistema inmune, hasta que éste se hace ineficiente para
combatirlo. (Fierlbeck, Schiebel, & Muller, 1989).

1.2.7 Regulacion del ciclo celular

El VPH, infecta las células basales del epitelio cervical y aprovecha el proceso de
diferenciacion del epitelio para sintetizar las proteinas que le permitiran ensamblar
nuevas particulas viricas. Las células epiteliales infectadas activan su mecanismo
de defensa celular consistente en una revision de la secuencia del ADN antes de
dividirse. Este proceso ocurre durante una fase del ciclo celular y esta dirigido por
una cascada de proteinas entre las que se destacan la p53 y la proteina Rb.
Cuando la célula localiza el ADN viral, en un proceso perfectamente regulado,
intenta reparar el error y dado que este ADN es excesivamente grande como para
ser eliminado, p53 y Rb dirigen a la célula infectada a una “muerte celular
programada” por apoptosis, evitando asi que esta célula sirva de propagadora de la
infeccion. Los tipos de VPH-AR, se protegen de este mecanismo celular sintetizando
unas proteinas que bloquean este sistema de defensa celular.

Los genes E6 y E7, transcriben un producto cuya traduccion resultara en la
produccion de las proteinas E6 y E7 que respectivamente seran capaces de
bloquear a p53 y Rb del ciclo celular y protegerse de la muerte de la célula por
apoptosis, pudiendo de este modo seguir utilizandola como centro de produccion de

particulas virales (M. A. Stanley, 2001).
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Como consecuencia del bloqueo del sistema de reparacion de errores, la célula no
solamente es incapaz de eliminar el ADN viral, sino que también se ve imposibilitada
para arreglar errores intrinsecos al ADN celular, de modo que va acumulando
alteraciones genéticas y ademas, como el proceso de apoptosis también se ha
bloqueado, se convertira en una ceélula inmortalizada con ADN en progresiva
decadencia, es decir, en una célula con fenotipo neoplasico (M. A. Stanley, 2001).
Efectivamente, las infecciones con alta carga viral, en las que el sistema inmune no
es competente para eliminar la infeccidn tienen un riesgo mas alto de transformacion
neoplasica. Sin embargo, se ha demostrado que ciertas infecciones persistentes
con baja carga viral, generan un fenotipo tumoral efectivo.

El mecanismo de oncogénesis por VPH comienza con la expresion de E6 y E7 que
bloquean a p53 y Rb y que inmortaliza a la célula comprometiendo, con ello, la
funcionalidad de su ADN; sin embargo, ciertos experimentos han demostrado que
la expresion basal de E6 y E7 en el VPH es muy baja ya que la proteina E2, por
medio de la region reguladora LCR que mantiene practicamente silenciada la
expresion de las mismas. Ante esto, Unicamente una infeccion con gran cantidad de
virus seria capaz de producir las suficientes unidades de E6 y E7 como para iniciar

este proceso (M. A. Stanley, 2001).

1.2.8 Epidemiologia

En EE.UU, lainfeccidén por VPH es la ITS de origen viral mas frecuente, en constante
ascenso, pasando de 169.000 casos en 1966 a mas de 1.150.000 en 1984;
aproximadamente el 1% de los adultos sexualmente activos tienen condilomas
acuminados y al menos el 15% de la poblacion tiene infeccidén subclinica, con las
tasas mas altas entre los 18 y 28 afios de edad (Koutsky, 1997). En la actualidad,
se observan cifras muy altas de esta infeccion; en mujeres mayores de 15 afos, la
tasa de infeccion se calcula en 270 millones portadoras en todo el mundo. En
Espafia, algunos autores piensan que es la infeccidbn mas frecuente en este tipo de
consultas sobre todo en su forma subclinica. En la mayoria de las mujeres con VPH,
la infeccion se produce antes de los 25 afos, suele durar de 8-10 meses y en

condiciones de inmunidad habituales es eliminada en la mayoria de los casos; so6lo
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persisten el 10% de las infecciones a los 35 afios. Estos son los casos que deben
ser seguidos mas de cerca en la consulta de Ginecologia ya que son las enfermas
que pueden desarrollar procesos neoplasicos del &rea genital (Franco, Villa, Ruiz,
& Costa, 1995). La transmision del VPH se produce habitualmente durante las
relaciones sexuales, sin embargo, se han reportado algunas situaciones y
circunstancias en las que la infeccion se puede transmitir por via extra sexual. Es
conocida la transmision vertical, durante el parto. Se ha demostrado que en nifios y
adultos, algunos genotipos del 1-4, se pueden transmitir a través de los dedos
contaminados, por auto inoculacion, produciéndose verrugas en el area anogenital
sin que hayan tenido que existir abusos sexuales (Fairley, Gay, Forbes, Abramson,
& Garland, 1995; Handley et al., 1997). Recientemente algunos trabajos han puesto
de manifiesto la deteccion de VPH en la cavidad bucal y saliva de hombres y
mujeres (Badaracco et al., 1998) por lo que no se puede excluir el contacto sexual
no genital, lo que implica nuevas interrogantes epidemioldgicas, diagndsticas y
terapéuticas. Se ha descrito la existencia de VPH en espéculos vaginales
(McCance, Campion, Baram, & Singer, 1986) en pinzas, guantes y en las puntas de
las sondas de crioterapia, incluso después de la esterilizacion con antisépticos y
limpieza con alcohol (Ferenczy, Bergeron, & Richart, 1989).

Por ultimo se ha sefalado la posibilidad de la transmisién a través de ropas y se ha
detectado ADN de papillomavirus en el humo generado después de la vaporizaciéon
de lesiones condilomatosas con laser (Wisniewski et al., 1990). De las situaciones
anteriores se deduce la posibilidad del contagio del VPH por via extra sexual en
determinadas ocasiones, aunque la falta de contacto mucosa-mucosa, la escasa
cantidad de particulas o la exposicion del virus al medio ambiente hacen dificiles
estas modalidades de contagio, que solamente podrian explicar una pequefa
cantidad de casos pero no la mayoria, que se producen por via sexual (Mindel &
Tideman, 1999).

Los genotipos mas frecuentes que se aislan en el varén estan en relacién intima
con la forma clinica que presentan. Cuando existen condilomas acuminados, los
genotipos 6 y 11, debajo riesgo oncogénico, son los mas habituales. En cambio, en

las lesiones preneoplasicas y neoplasicas se encuentran con mas frecuencia los
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genotipos 16, 18, 31 y 33, considerados de alto riesgo oncogénico. En infecciones
subclinicas y latentes se pueden encontrar genotipos de alto o bajo riesgo y no es
infrecuente una co-infecciébn simultanea (Aznar, Ojeda, Torres, Palomares, &
Rodriguez-Pichardo, 1993; Brown, Schroeder, Bryan, Stoler, & Fife, 1999) siendo
habitual que en el transcurrir del tiempo tengan una diferente expresividad clinica o
que puedan quedar latentes, incluso el varén puede permanecer como un simple
portador sin que llegue a manifestarse la enfermedad, ni siquiera a nivel subclinico
e incluso las particulas virales puedan llegar a desaparecer.

La situacion en Colombia es similar a la de los paises en desarrollo, siendo este la
principal causa de cancer y el primero en las mujeres (16% de todos), con una
incidencia segun las regiones que varia de 44 a 88 x 100 000, con un pico de
incidencia méas temprano de 40 a 50 afios y es la principal causa de muerte en las

mujeres de 35 a 44 afios.

1.2.9 Manifestaciones clinicas

La gran mayoria de las infecciones por VPH son benignas, y la clinica que puede
producir puede manifestarse de multiples formas:

- La forma mas aparente consiste en la presencia de condilomas acuminados o
verrugas genitales. Suelen localizarse en el surco balanoprepucial, corona de
glande, frenillo, dorso del pene y a veces en el meato uretral y/o en la fosa navicular.
Menos frecuentes son los condilomas planos. Es frecuente, la presentacion
multifocal y su presencia en la zona anoperineal.

- La Balanopostitis, se aprecian alteraciones inflamatorias en el pene con
apariencia muy similar a las originadas por Candida albicans, en las que se detecta
el ADN viral (Petersen, Larsen, & Albrectsen, 1991) .

- La infeccidn subclinica, se expresa en las denominadas lesiones acetoblancas
gue se pueden detectar por medio de la penescopia o genitoscopia (Wikstrom et al.,
1992) con amplificacibn mediante lupa, previa preparacion de la zona afecta con
una solucién de acido acético al 5% durante 3-5 minutos. Esta situaciéon es la que
presentan la mayoria de los hombres cuyas parejas femeninas tiene infeccion por

VPH. Al igual que los condilomas, estas lesiones pueden asentar en distintas
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localizaciones; como el prepucio, surco balanoprepucial, glande, meato uretral y la
fosa navicular. Al ser una infeccion multifocal hay que considerar también puede
afectarse la zona anogenital.

- No es infrecuente el hallazgo de VPH en hombres sin ninguna sintomatologia
incluso sin lesiones acetoblancas ni alteraciones citolégicas lo que nos llevaria al
concepto de portador asintomatico (Wikstrom, Popescu, & Forslund, 2000)

- La papulosis bowenoide (Pala, Poleva, & Vocatura, 2000) y otras lesiones
precancerosas, como la Eritroplastia de Queirat.

- Respecto al papel del VPH en los tumores urogenitales, la asociacion entre
infeccién por VPH y el cancer genital femenino, en concreto del cérvix uterino, ha
impulsado el estudio de su participacion en otros tumores urogenitales, y en
concreto en el cancer genital masculino.

En el cancer de pene, los datos existentes apoyan el papel etioldgico de la infeccion
por VPH (Griffiths & Mellon, 1999), y al igual que ocurre en el cancer genital
femenino, los genotipos méas asociados son el 16 y el 18 (Cupp, Malek, Goellner,
Smith, & Espy, 1995). Factores étnicos pueden explicar en algunos casos la
dominancia de un genotipo sobre otro, tal y como ocurre con el 18 en Brasil (Villa &
Lopes, 1986). Al igual que en cancer de cérvix uterino, existen otra serie de factores
que colaboran con VPH en la génesis del cancer de células escamosas de pene; el
tabaco, la inmunosupresién, y la deficiente higiene genital.

En relacion al cancer anal parece existir una clara relacion entre este y los VPH
con genotipos 16 y 18, sobre todo en enfermos homosexuales VIH (+). En este
grupo de enfermos, la infeccién por VPH es mas frecuente que en los VIH (-), y
ademas, desarrollan lesiones preneoplasicas del canal anal con mas frecuencia que
los VIH (-). En el cancer de células escamosas de uretra, los datos son escasos
aunque apuntan a una participacion de los genotipos mas oncogenicos, Yy
concretamente el 16 (Wiener, Liu, & Walther, 1992). Hasta la fecha el papel
etiologico del VPH en la patologia tumoral, esta claramente definido en el cancer
genital femenino, sobre todo a nivel de cérvix uterino de los genotipos 16 y 18
(Durst, Gissmann, Ikenberg, & zur Hausen, 1983; Munoz et al., 2003). En el varén

los datos apoyan el papel de VPH en cancer de pene y en cancer anal; siendo muy
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contradictorios los que sugieren la relacion de VPH con el cancer de vejiga y
prostata y muy escasos respecto a otras localizaciones tumorales genitales (Griffiths
& Mellon, 2000).

1.2.10 Diagndstico

El diagndéstico de la infeccién por VPH se puede realizar por métodos inmunol6gicos
citologicos, histolégicos, histoquimicos, o por procedimientos de biologia molecular.
Los métodos inmunoldgicos ponen de manifiesto la presencia de anticuerpos frente
a VPH. Esta determinacion tiene una limitada sensibilidad, produce resultados de
dificil interpretacion y habitualmente no permite diferenciar los distintos genotipos
que producen la infeccion. En todo caso, su utilizacibn estaria dirigida
fundamentalmente a estudios epidemioldgicos y de prevalencia de la infeccion. No
se recomiendan para el diagnostico de la enfermedad.

Los métodos citologicos se han utilizado principalmente para el diagnéstico de la
enfermedad en la mujer, y ponen de manifiesto las alteraciones morfologicas que la
infeccion por VPH puede producir, destacando presencia de disqueratosis,
paraqueratosis, células gigantes y sobre todo de coilocitos, células muy sugestivas
de esta infeccién. Junto con la colposcopia sigue constituyendo el diagnéstico de
aproximacion a la infeccion por VPH en la mujer, a veces complementado por los
métodos inmunohistoquimicos. En el varén se deben estudiar aquellas lesiones
sugestivas de condilomas o las denominadas acetoblancas, con la ayuda de la
penescopia. Se debe proceder a un cepillado enérgico de la piel del prepucio,
frenillo, surco balanoprepucial, glande, meato uretral, fosa navicular, y mucosa
anoperineal o de aquellas zonas que la exploracién clinica considere sospechosas.
Las muestras de orina tienen menor rentabilidad (Lazcano-Ponce et al., 2001).

En el varon, el valor diagnostico de la citologia exfoliativa de las lesiones
condilomatosas y, sobre todo, de las lesiones acetoblancas son de escaso valor. En
la actualidad, el diagndstico de certeza sobre las lesiones anteriores esta basado
en la deteccién del VPH por procedimientos de biologia molecular y en concreto por
dos métodos, la hibridacion y la amplificacion gendmica mediante la prueba de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La hibridacion realizada con dos tipos
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de sonda multiple, (una contiene genotipos de bajo riesgo y la otra contiene los de
alto riesgo) tiene una limitada sensibilidad y no permite averiguar genotipo exacto,
lo que conlleva a determinados problemas de tipo epidemioldgico y social. Por el
contrario, la PCR tiene una sensibilidad mas elevada, ya que permite la deteccion
de un escaso numero de copias del ADN viral, y ademas permite la genotipificacion
individual del VPH (Trofatter, 1997).

1.2.11 Tratamiento y profilaxis

El tratamiento de la infeccion por VPH en el varon puede enfocarse desde el punto
de vista médico y/o quirargico (Pinto & Mellinger, 1999). El tratamiento médico ha
sido realizado con podofilina, acido tricloroacetico, 5-fluouracilo e interferén alfa
(local y/o sistémico). El tratamiento con cremas o soluciones de podofilina (0.15% 6
0.5% respectivamente) ha sido hasta ahora el de eleccion pero no ha estado exento
de numerosos inconvenientes. En alguna ocasion se ha llegado a comentar que
este tratamiento es frecuentemente doloroso, caro e insatisfactorio (K. M. Stone,
1995), frase que expresa las multiples molestias que conlleva, su costo econémico,
y por ultimo, los resultados inciertos que produce. Una reciente incorporacion
terapéutica, el imiquimod, inmunomodulador a través de la estimulacién en la
produccién de citoquinas, aplicado 3 veces por semana durante 14-16 semanas,
parece un farmaco prometedor en el tratamiento de los condilomas, pero no esta
exento de efectos colaterales, sobre todo eritema, ardor y prurito en casi la mitad de
los pacientes (Beutner & Ferenczy, 1997; Trofatter, 1998). El tratamiento quirargico
de los condilomas mediante cirugia convencional, electroterapia, crioterapia o
Gltimamente con exéresis laser proporciona buenos resultados, con mayor eficacia
terapéutica que los tratamientos médicos (Schneede & Hofstetter, 2002).

Dentro de los aspectos preventivos de esta infeccion, esta por definir la necesidad
del estudio y tratamiento en hombres que son pareja de las mujeres con alteraciones
citolégicas sugestivas de lesiones preneoplasicas y neoplasicas del cancer de
cérvix uterino. Es llamativo que después de meses o afios de convivencia, la tasa
de hombres con deteccion positiva sea inferior al 25 % vy raros, los casos en que

coincide el mismo genotipo en la pareja (Franceschi et al., 2002). Esto puede
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significar que los métodos diagndésticos en el varon no son adecuados 0 que este
puede eliminar la infeccion con mas rapidez que las mujeres y ademas permanecer
inmune a la reinfeccion de su propia pareja. Los datos anteriores, apoyarian,
inicialmente, sélo el tratamiento de los hombres positivos, surgiendo numerosas
dudas en el resto. La utilizacion de preservativos, puede disminuir la propagacion
de la infeccion (Manhart & Koutsky, 2002); parece obligada su recomendacién
cuando se ha demostrado la presencia del virus en el varon y durante el tiempo que
se detecte, pero quedan numerosos interrogantes acerca de la conveniencia de su
utilizacion después del terminar el tratamiento y en los hombres cuya pareja tiene
VPH pero en ellos no se ha detectado. En las lineas anteriores permanecen gran
cantidad de preguntas sin respuesta. Es probable que la utilizacion de las vacunas
(Hughes, Garnett, & Koutsky, 2002; Manhart & Koutsky, 2002), actualmente en
desarrollo, pueda a medio plazo, arrinconar numerosas cuestiones que hoy nos
planteamos y que las préximas generaciones se vean libres de esta infeccion y de
las secuelas de todo tipo que han originado.
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1.3 OBJETIVO GENERAL

Detectar e identificar los genotipos oncogénicos 16 y 18 de Virus Papiloma Humano

(VPH) presentes en hombres del departamento de Sucre.

1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la prevalencia de infeccion por Virus Papiloma Humano en

hombres asintomaticos en muestras de escroto y surco balanoprepucial.

¢ Identificar los genotipos de alto grado oncogénico VPH16 y VPH18 mediante

PCR en tiempo real en muestras positivas para VPH.

e Correlacionar los posibles factores de riesgo con positividad para VPH en
poblacion masculina del departamento de Sucre.
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METODOLOGIA

1.5 Tipoy area de estudio

Se llevé a cabo un estudio de tipo descriptivo transversal donde se evalué la
prevalencia de VPH16 y VPH18 en muestras genitales de hombres asintomaticos a
la infeccion por VPH. Se seleccioné como area de muestreo los municipios de
Sincelejo, Toll y San Marcos en el departamento de Sucre (Figura 5). Para la
seleccion de la poblacién se ubicaron los principales centros de salud de cada

municipio para la recepcion y toma de muestra.

—
B 73;:;;1/ X (\'
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Figura 5. Mapa del departamento de Sucre- Colombia.
Se sefiala con circulos de color rojo los municipios que fueron seleccionados para captar los participantes del
estudio y tomar las respectivas muestras bioldgicas.

1.6 Seleccién de pacientes y tamafo de la muestra

Se realiz6 un muestreo por conveniencia de 127 individuos de tres municipios del
departamento. Los participantes eran hombres sexualmente activos y que no
presentaron al momento de la inspeccion lesidbn compatible con VPH, esto con el fin
de detectar portadores subclinicos de VPH. Las muestras fueron tomadas por un

profesional en el area de la salud durante un periodo de 12 meses comprendidos

32



desde mayo de 2012 hasta mayo de 2013. Para establecer los posibles factores de
riesgos asociados a la infeccion, fueron colectados datos mediante encuestas
clinicas y epidemiolégicas para recopilar informacion sobre datos demogréficos,

habitos saludables y comportamiento sexual (anexo 1).

1.7 Criterios de inclusion

Hombres asintomaticos y que aceptaron diligenciar el formato de consentimiento

informado.

1.8 Criterios de exclusién

Hombres que no dieron su consentimiento para participar en el presente estudio o

gue presentaban alguna lesion sugestiva para VPH.

1.9 Aspectos éticos

Este estudio se realizo con el aval del comité de ética de la Universidad de Sucre
para realizar investigacion cientifica en muestras humanas. Todos los pacientes que
aprobaron participar en el estudio firmaron un acta de consentimiento informado
para el procesamiento de la muestra segun dicta la Resolucién No. 008430 de 1993
del Ministerio de Salud de Colombia, Direccion de Desarrollo Cientifico y

Tecnologico (Anexo 2).

1.10 Obtencién de la muestra bioldgica

Las muestras biolégicas fueron obtenidas a partir de dos zonas en genitales
masculinos (surco balanoprepucial y escroto) (Figura 6). Estas muestras fueron
tomadas mediante la exfoliacidén de células epiteliales con un citocepillo humedecido
con buffer fosfato salino (PBS) 1X. Las muestras fueron separadas en tubos conico
estéril previamente rotulados con el nimero del participante. Los viales contenian
1.5 ml de PBS 1X para su conservacion y transporte al laboratorio Investigaciones
Biomédicas de la Universidad de Sucre. Las muestras biolégicas fueron

almacenadas a -20°C para su posterior procesamiento.
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Figura 6. Zonas anatémicas del pene para toma muestra.

Zonas anatémicas del pene para toma muestra. Se tomaron dos zonas del pene para la toma de muestra
mediante exfoliacion celular con un citocepillo. En el panel de la izquierda (A) se muestra imagen de la toma de
muestra en el escroto; a la derecha (B) se muestra imagen del cepillado en el surco balanoprepucial.

1.11 Extraccion del ADN viral

El aislamiento del ADN se realizdé a partir de las muestras obtenidas del surco
balanoprepucial y el escroto mediante el uso del kit de extraccion QlAamp® DNA
Mini Kit (QIAGEN, Germany). Para proceder a la extraccién con el kit se realizo
previamente la descongelacion de las muestras mediante agitacion en vortex por 1
minuto para desprender el material biolégico adherido a las fibras del citocepillo,
luego se centrifugd a 8000rpm x 1 minuto, y posteriormente se retiré el citocepillo
con una pinza estéril, y se repiti6 el proceso con el vortex por 1 minuto para
homogenizar la muestra. Las condiciones de extraccion de ADN fueron realizadas
como lo indica el protocolo del fabricante (Anexo 3). Se determiné la cantidad y
pureza de ADN purificado mediante la cuantificacion por espectrofotometria a

260/280nm utilizando el BioSpectrometer (eppendorf).

1.12 Valoracion de la calidad del ADN

La calidad de ADN de las muestras se evalué mediante la amplificacion por PCR
convencional de una region de 260pb del gen B-globina humana usando dos
oligonucledtidos PC04 y GH20 (Tabla 1). El coctel de PCR tenia un volumen final
de 25 ul que contenia PCR buffer 1x, 0,2Mm dNTPs, 2 mM MgCI2, 0,2 uM de cada
primer PCO4 y GH20, 1U de Platinum® Tag DNA Polymerase y 5ul de ADN. El perfil
térmico fue el siguiente: 94 °C x 3 min, 94°C x 1 min, 55 °C x 1 min, 72 °C x 1 min,
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por 40 ciclos, y una temperatura final de extension de 72 °C x 4 min. Los productos

de PCR fueron visualizados en gel de agarosa al 1,5 %.

Primer Longitud Posicién Secuencia (5'-3")
GH20 20 pb Forward GAAGAGCCAAGGACAGGTAC
PC04 20 pb Reverse CAACTT CATCCACGTTCACC

Tabla 1. Secuencia de cebadores GH20/PC04.
Secuencia de cebadores GH20/PCO04. La tabla describe la pareja de cebadores empleados para la
amplificacion de una region 260pb del gen 3-globina.

1.13 Deteccién de VPH

Se amplificé un fragmento de 450 pb pertenecientes a la region L1 del genoma de
VPH mediante los cebadores consenso MY09 y MY11 (Tabla 2), descritos por
Resnick y cols (Resnick et al., 1990). La mezcla de reaccion contenia PCR buffer
1x, 0,2 mM dNTPs, 2 mM MgCI2, 0,2 uM de cada cebador, 1Ude Platinum® Taq
DNA Polymerase y 5ul de ADN. El perfil térmico utilizado para la amplificacion por
PCR fue: 94 °C x 3 min, 94°C x 1 min, 56 °C x 1 min, 72 °C x 1 min, por 40 ciclos, y
una temperatura final de extension de 72 °C x 4 min. Los productos de PCR se
visualizaron en geles de agarosa al 1,5 %. Se utiliz6 como control negativo agua

ultrapura y como control positivo ADN de VPH (Papillomavirus type 16 y 18 (Ca Ski

cells).
Primer Longitud Posicién Secuencia (5'-3")
MYO09 20 pb Forward GCT CCM ARR GGA WAC TGA TC
MY11 20 pb Reverse GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG

Tabla 2. Secuencia cebadores MY09/11.
Secuencia cebadores MY09/11. La tabla describe la pareja de cebadores empleados para la amplificacion de
una region de 450pb de la region L1 de VPH.

1.14 GENOTIPIFICACION DE VPH 16 Y VPH 18

La identificaciébn de los genotipos VPH16/18 se llevd a cabo mediante PCR en
tiempo real donde se emplearon sondas especificas tipo Escorpion con el primer

reverso GP5+ (Tabla 3 y 4). El volumen final de reaccion fue de 10ul donde utilizé
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9ul de FastStart Universal probe Master (Roche S.A) y 1ul de ADN. Se utiliz6 como
control positivo un 1ul de Papillomavirus type 16 y 18 (Ca Ski cells) y como control
negativo 1ul de agua ultrapura. El disefio de los primers y las condiciones térmicas
de la PCR fueron realizadas segun las condiciones reportadas por Keithw Hart, et
al., (Hart et al., 2001).

Primer Longitud Posicién Secuencia (5'-3")

VPH-16 Sc16 29 pb Forward FAM-cgcggAGTACCTACGACATGGGcecgegg-MR-
HEGGAAAAATAAACT

GP5+ 23 pb Reverse TTTgTTACTQTggTAgATACTAC

Tabla 3. Secuencia de sondas escorpién empleadas en la genotipificacién de VPH16.
FAM= Fluoréforo (6-carboxilfluoresceina) MR= Apagador de la fluorescencia (Rojo metilo) HEG= Bloqueador
de PCR (etilen glicol).

Primer Longitud Posicién Secuencia (5'-3")

VPH-18 Sc18 32 pb Forward FAM-cgcggcAGCAGTATAGCAGACATGgccgcegg-
MR-HEGGAAAAATAAATCATATTC

GP5+ 23 pb Reverse TTTgTTACTgTggTAgATACTAC

Tabla 4. Secuencia de sondas escorpién empleadas en la genotipificacién de VPH18.
FAM= Fluoréforo (6-carboxilfluoresceina) MR= Apagador de la fluorescencia (Rojo metilo) HEG= Bloqueador
de PCR (etilen glicol).

1.15 DISENO ESTADISTICO

Se realiz6 un analisis de proporciones para establecer la prevalencia de la infeccion
por VPH en poblacion masculina. Para la asociacion entre factores de riesgos y la
infeccion con VPH se realizé un andlisis correspondencia multiple (ACM) y una
regresion logistica con el fin de obtener un modelo reducido de los factores de riesgo
estadisticamente mas significativos con relacién a la infeccion por VPH. Estos

analisis se realizaron usando el software estadistico R.
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RESULTADOS
1.16 Deteccion de VPH en muestras de genitales masculinos

1.16.1 Amplificacién del gen B-globina humana.

Para la deteccion de Virus Papiloma Humano (VPH) se obtuvieron un total de 127
muestras distribuidas de la siguiente manera: 47 muestras en el municipio de
Sincelejo, 40 muestras en el municipio de San Marcos y 40 muestras para el
municipio de Tolu. De las 127 muestras procesadas 6 fueron negativas para una
region de 260 pb del gen B-globina por lo tanto fueron eliminadas del estudio, lo que
arrojo como resultado para el analisis de deteccion de VPH un total de 121 muestras
(Tabla 5y figura 7).

Municipio N° muestras Positivo 3-globina (%) Negativo B-globina (%)
Sincelejo 47 41 (87,23) 6 (12,77)
San marcos 40 40 (100) -
Told 40 40 (100) -
Total 127 121 6

Tabla 5. Distribucion del numero de muestras aptas por -globina.
Se describe los resultados del andlisis con el gen de la B-globina por municipio. Se indica el nimero de muestras
positivas y negativas para la amplificacién del gen y el total de muestras aptas para deteccion de VPH por PCR.

4C 4D 5C¢ 5D A2C 12D 14€ *14D 18¢C 18D 64D Cr C-
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[
—

Control positivo
(260pb aprox)

Figura 7. Electroforesis de los productos de amplificacién de PC04 y GH20.

Corrido electroforético en gel de agarosa al 1,5% de los amplicones obtenidos por PCR utilizando cebadores
para el gen de la B- globina humana (260pb). En el primer carril se observa el marcador de peso molecular (ZR
100pb DNA Marker), en los carriles del 2 al 12 excepto el carril 7, 9 y 12 se observa amplificaciéon del gen
constitutivo y en los carriles 13 y 14 se corrié un control negativo (agua destilada) y el control positivo (ADN
sangre humana) respectivamente.
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1.16.2 Deteccion de VPH con primers MY09/MY11

De las 121 muestras aptas para el analisis de detecciéon de VPH por PCR
convencional, solo 53 amplificaron un fragmento de 450pb que corresponde al gen
L1 del virus (Figura 8). Los 53 casos positivos correspondian a individuos que

presentaban infeccidn en el surco balanoprepucial y/o escroto. (Tabla 6 y Gréfico

1),

14C 14D 33C 33D 64C 64D 88D

Control
positivo
(450pb)

Figura 8. Electroforesis de los productos de amplificacién de MY09 y MY11.

Corrido electroforético en gel de agarosa al 1,5% de los amplicones obtenidos por PCR utilizando cebadores
genéricos MY09/MY11 para el gen L1 del VPH (450pb). En el primer carril se observa el marcador de peso
molecular (ZR 100pb DNA Marker), en los carriles del 2 al 12 excepto el carril 6 y 10 se observa amplificacion
del gen constitutivo y en los carriles 13 y 14 se corrié un control positivo (Ca Ski cells de VPH 16 y 18) y un

control negativo (agua destilada) respectivamente.

Amplificacion de VPH por PCR convencional

Zona Anatémica No. VPH Pos Prevalencia (%)

Surco balanoprepucial y escroto 53 43,80

Tabla 6. Distribucién del nUmero de muestras positivas para la amplificacién de VPH.
Se observa la prevalencia de la infeccion por VPH y el nimero de individuos que presentaron la infeccion en

ambas zonas del pene.
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Grafico 1. Diagrama de barras de la distribucién de prevalencia de VPH por zona anatémica.
Prevalencia de infeccion de VPH por zona genital en los municipios de Sincelejo, Told y San marcos. En el
grafico se muestra que la zona del surco balanoprepucial tiene una mayor tasa de frecuencia en comparacioén
con la frecuencia de deteccion visualizada en la zona del escroto

1.17 Genotipificacién de VPH

1.17.1 Genotipificacion de VPH16 y VPH18

Se utilizaron para el andlisis sondas especificas tipo Escorpién para los genotipos
VPH16 y VPH18, esto arroj6 como resultado una prevalencia de 17,35% y 19,0%
respectivamente (Tabla 7, grafico 2). Se consideraron positivas para VPH16 todas
aguellas muestras que mostraron un ciclo umbral (CT) entre 60 y 70 (Gréafico 3).
Para VPH 18 el CT fue entre 45y 65 (Grafico 4). Todas muestras con CT igual a O
o por debajo del punto de corte establecido fueron consideradas negativas. El punto

de corte se realiz6 mediante una curva de dilucion del control positivo.

VPH 16 Prevalencia % VPH 18 Prevalencia %
Departamento

Sucre 21/121 17,35 23/121 19

Tabla 7. Prevalencia general de VPH oncogénicos.

Se observa la prevalencia de los genotipos 16 y 18 en los municipios de Sincelejo, Tolu y San Marco,
departamento de Sucre. Se observa el nimero de muestras positivas para la deteccién del genotipo entre el
total de la poblacion muestreada.
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Grafico 2. Diagrama de barras de la distribucién de prevalencia de VPH oncogénico 16 y 18. Se observa
la frecuencia de deteccién de los genotipos oncogénicos VPH16 y 18 en la poblacion total muestreada en los
municipios de Sincelejo, TolG y San Marcos. Se observa que el genotipo con mayor frecuencia fue VPH18.
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Gréafico 3. Deteccion de VPH 16 mediante PCR en tiempo real utilizando ADN obtenido de hombres
infectados.

Se utilizaron oligonucleétidos de tipo especifico para VPH 16 (Sc16). En el grafico se observa con la
flecha azul el control positivo utilizado en la reaccién (Células Caski VPH16), con las lineas en color
verde y naranja se observa dos muestras positivas para VPH 16 y la flecha en color fucsia indica el
control negativo (agua ultrapura).
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Gréfico 4. Deteccion de VPH 18 mediante PCR en tiempo real utilizando ADN obtenido de hombres
infectados.
Se utilizaron oligonucleétidos de tipo especifico para VPH 16 (Sc18). En el grafico se observa con la flecha
naranja el control positivo utilizado en la reaccion (Células Caski VPH18), el corchete en morado agrupa varias

muestras analizadas que resultaron positivas para VPH 18 y la flecha en color fucsia indica el control negativo
(agua ultrapura).

1.18 Prevalencia de infeccion por VPH

1.18.1 Prevalencia general de VPH por municipio

Se observéd una prevalencia general del 43,8% de infeccién por VPH en hombres
asintomaticos en el departamento de Sucre, donde Tolu registra la mayor

prevalencia seguido del municipio de San Marcos y por ultimo Sincelejo (Tabla 8 y

gréafico 5).
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Prevalencia por N° N°individuos

120 0, -
sitio de muestreo individuos VPH PCR Pos Prevalencia% IC 95% p-value
Municipios <0,0001
Sincelejo 47 14 29,8 17,7-45,1
Tolu 37 27 73,0 55,6-85,6
San Marcos 37 12 32,4 18,5-49,9

Tabla 8. Prevalencia general de infeccion por VPH en tres municipios del departamento de Sucre.
Se observa el nimero de individuos total por municipio, el nimero de individuos positivos para VPH y la
prevalencia de infeccion obtenida en cada sitio de muestreo.
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Grafico 5. Diagrama de barras de la prevalencia de infeccion por VPH en Sincelejo, San Marcos y Tolu.
Se observa que Toll presenta la tasa mas alta de infeccion por VPH en hombres de este municipio, seguido de
Sincelejo y San Marcos.

1.18.2 Prevalencia de infeccién por VPH en surco balanoprepucial y escroto.

La prevalencia por zona anatomica en los tres municipios que se incluyeron en el
estudio demostré que el municipio de Tola presenta mayor prevalencia de infeccién
por VPH en la zona del escroto y San marcos en el surco balanoprepucial, mientras
que en Sincelejo las prevalencias se mantuvieron por debajo del 50%

principalmente en la zona del escroto (Tabla 9).
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Surco balanoprepucial Escroto

MUNICIPIOS
Total / No. VPH Pos % VPH Pos (IC 95%) Total / No. VPH Pos % VPH Pos (IC 95%)
Sincelejo 47(11) 23,4 (12,8-38,3) 47(4) 8,51 (2,76-21,3)
Told 37(10) 27,0 (14,4-44,4) 37(25) 67,6 (50,1-81,4)
San Marcos 37(23) 62,1 (44,8-77,0) 37(8) 21,6 (10,4-38,7)

Tabla 9. Prevalencia por zona anatémica en los tres municipios seleccionados en el departamento de
Sucre.

Se observa que para la zona del surco balanoprepucial el municipio de San Marcos presenta la
mayor tasa de infeccién, mientras que para la zona del escroto el municipio de Tolu registra la mayor
tasa de prevalencia de infeccién por VPH.

1.19 Factores de riesgo asociados a la infeccion por VPH

1.19.1 Variables sociodemogréficas

Loa andlisis de correspondencia multiple muestran una asociacion entre variables
sociodemogréaficas tales como: Estado civil, sitio de muestreo, edad y escolaridad.
El estado civil “union libre” muestra asociacion significativa con la positividad de
VPH, de los tres municipios muestreados, Tolu fue el sitio que mas asociacion
estadistica mostrd con la infeccion y la edad comprendida entre los 37 y 45 también
tuvo asociacién significativa. En cuanto al nivel de escolaridad el nivel medio de

educacién se asocio positivamente con la infeccion por VPH (Anexo 4).

1.19.2 Consumo de alcohol y tabagquismo

En el analisis de correspondencia multiple se observé asociacion significativa en los
individuos fumadores y aquellos que también fumaron en algdn momento de su vida.
También se encontrd que el consumo de alcohol puede ser un factor de riesgo para

contraer la infeccién por VPH (Anexo 5)
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1.19.3 Comportamiento sexual

Dentro de las variables de comportamiento sexual el nimero de parejas sexuales
(20 0 més), el no uso del conddn, las relaciones extramaritales, la edad de la primera
relacion sexual (entre 14-18 afios) y el no aseo de genitales después del coito son

variables que se asociaron estadisticamente con la infeccion por VPH (Anexo 6).

1.19.4 Asociacion de factores de riesgo por regresion logistica

Para confirmar los resultados obtenidos en el analisis de correspondencia mdultiple,
se realiz6 un analisis de regresion logistica sobre las variables estadisticamente
significativas mostradas en el ACM. En la tabla 10 se muestra que la edad (27-36),
fumar (actual), ETS (Si) y la edad de inicio de relaciones sexuales (entre 8-13 afios)

fueron incorporados en el modelo.

I.C. 95 %
Factor B SE Wald P-value Exp (B) Min. Max.
Edad
27-36 -2,5 0,795 6,651 0,01 1,29 0,27 0,611
Fumar
Actual 1,29 0,592 4,781 0,029 3,648 1,144 11,64
ETS
Si -1,5353 0,556 5,924 0,015 3,259 0,087 0,768
ED1RelS
ED8-13 2,214 0,843 6,893 0,009 9,149 1,753 47,764

Tabla 10. Anédlisis de regresion logistica para factores de riesgo y la infeccion por VPH.
Se observa que los factores de riesgos incluidos en el modelo definitivo fueron edad (27-36), fumar (actual), las
personas que hayan reportado alguna ETS y la edad del inicio de relaciones sexuales (ED1RelsS).
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DISCUSION

La infeccion con Virus Papiloma Humano (VPH) es una de las infecciones de
transmision sexual mas frecuente a nivel mundial y esta fuertemente asociada al
desarrollo de lesiones neoplasicas y cancer de cuello uterino (Bosch et al., 1995).
Esta infeccidn constituye un grave problema de salud publica, como lo evidencia la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la cual estima la presentacién de 445.000
nuevos casos de cancer de ceérvix anualmente, de los cuales, 80% suceden en
paises en desarrollo; ademds, es una problemética que se agudiza por generar
elevados gastos en salud, y presentar limitada practica de pruebas para la deteccién
e insuficiente financiacion para los programas de prevencion y control.

Hasta la fecha se han descrito méas de 150 tipos de VPH que se han reconocido con
base en sus diferencias gendmicas en su secuencia de ADN, de éstos, 85 genotipos
fueron completamente caracterizados (Bernard, 2005). Existen aproximadamente
30 tipos conocidos de VPH genitales los cuales se dividen en VPH de bajo y alto
riesgo oncogénico, donde estos ultimos estan relacionados con la progresion de
cancer de ceérvix (Bosch et al., 1995).

En Colombia se conoce la prevalencia de infecciéon por VPH en mujeres, pero han
sido pocos los estudios realizados para determinar la prevalencia en el género
masculino, lo que origina que a pesar de las campafias de vacunacién y oportuno
tamizaje en mujeres esta infeccion siga siendo un problema de salud publica en
nuestro pais. Por esta razén los estudios encaminados a la deteccion de VPH en
hombres son de suma importancia para aclarar el papel que cumplen los hombres
dentro del ciclo epidemioldgico de la infeccion.

De acuerdo al trabajo realizado por Castellsagué y colaboradores se evidencia que
en paises como Colombia donde los hombres tienden por lo general a ser altamente
promiscuos y a tener inicios de relaciones sexuales a temprana edad, las tasas de
infeccion por VPH son altas, asi como la incidencia de cancer cervical en sus parejas
sexuales, a diferencia de otros paises donde el comportamiento sexual es mas
mondgamo. (Castellsague, Bosch, & Munoz, 2003). Estos datos concuerdan con los

obtenidos en la presente investigacion donde las tasas de prevalencia de infeccién
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por VPH en hombres alcanzan el 43,8%, de igual manera estos resultados son
similares a la prevalencia informada por Lajous et al, en un estudio realizado en
soldados mexicanos (Lajous et al., 2005).

De los tres municipios analizados, Tolu reportd la mayor tasa de prevalencia (73%)
esto puede deberse a los aspectos socioculturales propios de la region y al ambiente
turistico que conlleva a comportamientos de riesgo para adquirir la infeccion tales
como tener relaciones con multiples parejas, el inicio de relaciones a temprana edad
y la baja frecuencia del uso del condon. Estos datos difieren con los realizados en
otros estudios donde las tasas de prevalencia son menores debido a que el
comportamiento sexual es mas conservado (He et al., 2013). La frecuencia de los
genotipos oncogénicos VPH16/18 observadas en este estudio fue de 17,3% para
VPH 16 y de 19% para VPH 18, esta informacion es consistente con datos
actualmente publicados donde los tipos VPH16/18 son los genotipos mas
comunmente observados entre hombres y mujeres (Anic & Giuliano, 2011; de Lima
Rocha et al., 2012; Dunne, Nielson, Stone, Markowitz, & Giuliano, 2006; Moreira et
al., 2014). Sin embargo las tasas de prevalencias encontradas en este estudio son
mas altas que en otras investigaciones (Afonso et al., 2013). Estas diferencias
pueden deberse al tipo de sondas especificas utilizadas, las cuales son altamente
especificas y sensibles (Hart et al., 2001).

En un estudio realizado por Carrie et al (Nielson et al., 2007); se report6 que los
genotipos oncogénicos son mas frecuentes de detectar en glande, surco
balanoprepucial y escroto. Teniendo en cuenta que las zonas de muestreo utilizadas
en este estudio fue escroto y surco balanoprepucial, se puede deducir que esa seria
una posible explicacion de los resultados obtenidos. La frecuencia de estos
genotipos en la poblacidon masculina constituye un posible factor de riesgo que
tienen las parejas de estos hombres para desarrollar lesiones neoplasicas
incluyendo cancer de cérvix. (Hernandez, Wilkens, Zhu, Thompson, et al., 2008;
Oriel, 1971).

La alta proporcién de positividad de - globina (95,3%) en las muestras tomadas
mediante exfoliacion con citocepillo difiere de otros resultados donde indican que el

uso del citocepillo tiene baja eficiencia con relacion a otros instrumentos para
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realizar la colecta de células epiteliales de areas superficiales del pene como
escroto, surco balanoprepucial, glande (He et al., 2013; Weaver et al., 2004). La
posible explicacion de los resultados obtenidos puede deberse a que el cepillado se
realizé correctamente y también posiblemente a que el kit de extraccion utilizado fue
altamente eficiente.

La prevalencia de la infeccion por VPH varia en funcion de la edad de la poblacion
estudiada, siendo mayor en las edades que siguen a la iniciaciobn sexual. En
hombres, la prevalencia de la infeccidbn también es mas frecuente en la primera
etapa de la vida adulta. Asi lo demuestra un estudio realizado por Winer et al,
Partridge et al en el 2007 con estudiantes universitarios estadounidenses de sexo
masculino, demostrando una prevalencia de infeccion genital por VPH de 62,4%
(Partridge et al., 2007). La prevalencia a otras edades suele ser menor. En un
estudio realizado en hombres mexicanos que acudieron a consultas de vasectomia,
con edad media de 34 afios, la prevalencia fue de un 8,7% (Vaccarella et al., 2006).
Los resultados de regresion logistica realizados en este estudio demuestran que la
edad comprendida entre 27 y 36 afios es un posible factor de riesgo para la infecciéon
con VPH, estos datos concuerdan con el estudio de Vaccarella y colaboradores,
pero difiere con la mayoria de los estudios donde indican que el mayor riesgo de
infeccion por VPH se da en personas mas jovenes, los resultados obtenidos pueden
ser explicados porque entre mayor edad, es posible que el nUmero de parejas
sexuales que hayan tenido a lo largo de su vida sea mayor que el reportado por
jovenes entre los 17 y 26 afios.

Diversas investigaciones han reportado que el mayor portador de VPH es el hombre,
debido a aspectos socioculturales que propician la adopcion de comportamientos
de riesgo para contraer y diseminar la infeccion, como el tener multiples parejas
sexuales, la baja frecuencia en el uso de métodos de barrera por atentar contra la
masculinidad, el machismo que ha conllevado a que los hombres no se interesen
por temas relacionados con esta infeccién y también el mayor consumo de alcohol
y de otros psicoactivos que conllevan a tener comportamientos de riesgo para

adquirir la infeccion.
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Los resultados analizados para el consumo de tabaco muestran que los hombres
fumadores tienen tres veces mas riesgo de adquirir la infeccion frente aquellos
hombres que nunca han fumado, estos datos concuerdan con un estudio realizado
por Matthew y colaboradores donde indican que individuos fumadores activos tienen
mayor riesgo de adquirir la infeccidn principalmente con los tipos oncogénicos que
aquellos individuos no fumadores (Schabath et al., 2012). Asi mismo la asociacion
de exfumadores con la infeccion por VPH concuerda con un estudio realizado en
jovenes universitarios donde también reportan una asociacién positiva entre la
adquisicion de VPH con individuos que manifestaron haber sido fumadores
(Partridge et al., 2007). Aunque la influencia del tabaquismo en la historia natural de
infeccién por VPH en hombres aun no esta bien clara, fumar podria influir en la
incidencia y persistencia de las infecciones por VPH mediante la supresion de la
funcién inmune celular, incremento de la proliferacién y metaplasia celular (Harris et
al., 2004) que a su vez podria resultar en un aumento en la replicacion o produccion
de VPH debido a la proliferacion celular inducida por el tabaquismo. También se ha
demostrado que algunos constituyentes del humo del cigarrillo pueden modificar la
funcién de las células inmunes (Holt, 1987; Holt & Keast, 1977). La acroleina es un
aldehido que se encuentra en el humo de tabaco y que afecta la funcién de
neutrdfilos (Finkelstein, Nardini, & van der Vliet, 2001), también provoca dafios en
el ADN (Feng, Hu, Hu, & Tang, 2006) lo que incrementa la susceptibilidad a la
infeccion (Barton et al., 1988; Wright et al., 1983).

Dentro de los factores de riesgos relacionados con el comportamiento sexual y la
infeccion con cualquier tipo de VPH oncogénico o no, varios autores han reportado
gue condiciones tales como numero de parejas sexuales, la edad de inicio de la
primera relacion sexual, el uso del condon entre otros estan asociados con la
adquisicion del virus. Varios estudios han demostrado que el comportamiento
sexual de los hombres impacta sobre las tasas de infeccion de VPH, neoplasias
cervicales Intra-epiteliales (CIN) y céncer cervical en sus parejas sexuales
femeninas (Zunzunegui, King, Coria, & Charlet, 1986).

En este estudio los individuos que iniciaron relaciones sexuales entre los 8 y 13

afios fueron asociados con la positividad para VPH y se evidencié que estos
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hombres tienen tres veces mas riesgo de adquirir la infeccion. El inicio precoz de
las relaciones sexuales, que se define como toda relacién sexual antes de los 16
afos, incrementa el riesgo de infeccion por este virus. Algunos autores afirman que
la edad de la primera relacion sexual no es mas que un indicador de actividad
sexual, comprobandose que si se inicia la actividad sexual a edad temprana,
aumentaria el riesgo de infeccion por estos virus. En este contexto el nimero de
pareja sexuales se considera un factor directamente proporcional al riesgo de
infeccion por VPH, reportandose que aumenta considerablemente en los hombres
gue han tenido mas de cinco parejas sexuales en un tiempo inferior de seis meses.
El analisis estadistico realizado en esta investigacion demuestra que la infeccion
por VPH esta asociada con el hecho de tener multiples compafieras sexuales debido
a que el numero de individuos positivos que presentaban esta condicion era mayor
gue los que mantenian una relacion estable, estos resultados concuerdan con otros
estudios donde demuestran que los hombres que tienen una pareja sexual estable
tienen un menor riesgo de adquirir la infeccion (Baldwin et al., 2004).

Como se ha informado en otros estudios hay una fuerte asociacién entre el nUmero
de parejas que han tenido tanto la mujer como su compafiero a lo largo de su vida
y la adquisicion del virus (Burk et al., 1996). Este hallazgo indica que los hombres
con mayor nimero de parejas sexuales deben recibir mas atencion a la hora de
elaborar estrategias de prevencion y control de la infeccion por VPH en esta region.
La no circuncision es uno de los posibles factores de riesgos para contraer la
infeccion de VPH ya que se ha demostrado que las verrugas genitales ocurre con
mayor frecuencia en poblaciones de hombres no circuncidados (Aynaud, Piron,
Bijaoui, & Casanova, 1999; Castellsagué et al., 2002; Lajous et al., 2005), ademas
los hombres con esta caracteristica tienen un riesgo mayor de desarrollar cancer de
pene (Daling et al., 2005). En nuestra region, este tipo de practica es casi nula por
lo que esta variable no se incluyé dentro del analisis estadistico. Sin embargo
existen reportes de prevalencia en otros paises donde la practica de circuncision es
muy comun como lo reporta un estudio realizado por Hernandez y colaboradores en
el cual demuestran que los hombres no circuncidados tienen un riesgo mayor de

infeccion por VPH, principalmente con los genotipos oncogénicos especificamente

49



localizados en el glande y corona del pene, debido posiblemente a la proximidad
con el prepucio, los cuales pueden ser particularmente vulnerables a la infeccion
(Hernandez, Wilkens, Zhu, McDuffie, et al., 2008). Asi mismo lo demuestra la
investigacion de Baldwin y colaboradores en una investigacion llevada a cabo en
hombres que son atendido en una clinica de enfermedades de transmision sexual
donde se evidencia la notable reduccion de las tasas de infeccion por VPH en
hombres circuncidados (Baldwin et al., 2004).

Varios autores sugieren que el mecanismo por el cual la circuncision constituye un
factor protector, radica en que la superficie de la mucosa interna del prepucio esta
compuesta por epitelio escamoso queratinizado y éste se retrae durante la relacién
sexual, dejando expuesta la superficie de la mucosa; por lo tanto, al eliminar el
prepucio se reduce la superficie expuesta y, ademas, los individuos circuncidados
estdn menos expuestos a abrasiones durante el coito, las cuales permiten la entrada
de particulas virales (Cook, Koutsky, & Holmes, 1993; Frisch et al., 1999; Hussain
& Lehner, 1995). En los paises en desarrollo, donde la circuncision se realiza con
poca frecuencia y la incidencia de cancer de cuello uterino es alta, la circuncision,
podria desempefiar un papel en la prevencion del cancer ano-genital.

Otro de los comportamientos sexuales mas comunes esta el uso del condén, en
este estudio no se pudo evidenciar que este fuese un factor de proteccién contra la
adquisicién de la infeccion. Sin embargo la prevalencia de infeccién por VPH en la
zona del escroto fue alta (30,6%), lo que sugiere ademas que aunque haya
proteccion es probable que se produzca la infeccion en esta zona, esto puede
deberse posiblemente a que las infecciones de transmision sexual (ITS) pueden
infectar la piel genital mas alla del area cubierta por un condén, por tanto el uso de
estos métodos de barrera no ofrecen una proteccion completa contra estas
infecciones, aunque algunos estudios han demostrado que el uso del conddn
disminuye la incidencia de infeccion con herpes genital entre hombres y mujeres
(Wald et al., 2001). Este hecho hace mucho mas vulnerable a las mujeres para la
adquisicién de la infeccidén y afianza ain mas la importancia que tiene el hombre en
la transmision de VPH. Los resultados de este estudio concuerdan con

investigaciones anteriores, donde no han demostrado una disminucion en el riesgo
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de la infeccién por VPH entre mujeres o hombres con el uso del condén (Jamison
et al., 1995; Kjaer et al., 1990; Svare et al., 2002), sin embargo otros estudios han
reportado la reduccion del riesgo de neoplasia cervical en mujeres parejas de
hombres que usan conddn (Thomas et al., 1996). A pesar de esto algunos autores
han evaluado la proteccion del condon frente a la infeccion por VPH y ellos sugieren
que los condones de latex son normalmente impermeable al paso de particulas de
virus pequefios como lo demostraron algunos experimentos in vitro (Lytle et al.,
1997), asi como estudios in vitro e in vivo en el que los condones de latex han
impedido la transmision de citomegalovirus (CMV), un herpesvirus de 120 a 150 nm,
siendo mas pequefio el papilomavirus con un diametro aproximado de 50nm (Drew,
1998; Katznelson, Drew, & Mintz, 1984). Los resultados obtenidos en este estudio
pueden tener implicaciones importantes para la salud publica debido al
conocimiento generado de que el conddn no es un factor protector para VPH, por lo
tanto las campafias educativas con respecto al uso del condén y la infeccion con
VPH deben ser reevaluadas.

En los resultados obtenidos también se pudo determinar la posible asociacion de la
infeccion de VPH en hombres con la presencia de infecciones de transmision sexual
(ITS), estos datos concuerdan con los reportados en un estudio realizado en
militares mexicanos en 2003 donde demuestran que existe una asociacion directa
en la positividad para el virus y las ITS (Lajous et al., 2005). En algunos estudios
se ha demostrado que la presencia de infecciones previas de transmision sexual
aumentan el riesgo de infeccion por VPH (Gilbert, Brewer, & Reiter, 2011); esto
podria sustentarse en que algunas de dichas infecciones generan lesiones que
favorecen la entrada del virus y pueden alterar la respuesta inmunoldgica que se
instaura contra el VPH. Otros estudios reportan la asociacion de algunas infecciones
de transmision sexual como la infeccion con Chlamydia trachomatis (CT) y Herpes
simple tipo 2 (HSV-2), sin embargo ellos sugieren que se necesitan mas estudios
prospectivos en los hombres para aclarar el papel de las ITS como cofactor en VPH
historia natural, especialmente la adquisicion del VPH y la persistencia. En general,

los resultados del estudio antes mencionado muestran que después de corregir el
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comportamiento sexual, los hombres infectados con CT y los hombres seropositivos
para HSV — 2 estan en mayor riesgo de infeccion por VPH (Alberts et al., 2013).
Por otra parte en este estudio no se encontro una correlacion estadistica con el aseo
de genitales después de las relaciones sexuales y la infeccion con VPH, estos
resultados concuerdan con estudios en los cuales demuestran que no existe
asociacion positiva de la infeccion y del aseo de genitales (Lajous et al., 2005;
Vaccarella et al., 2006).

Existe de acuerdo a la literatura una enorme variabilidad en las estimaciones de
prevalencia del VPH en poblacion masculina, esto debido a los diferentes sitios
anatomicos muestreados, los dispositivos utilizados para la toma de muestra, y los
métodos de laboratorio para el andlisis de muestras.

La mayoria de los estudios de infeccién por VPH en hombres utilizan la zona del
cuerpo del pene principalmente, el surco coronal, el glande del pene y la uretra
(Bosch et al., 1996; Strand, Rylander, Evander, & Wadell, 1993; Thomas et al.,
2001). Sin embargo otros trabajos combinan muestras de la piel del pene y la uretra
para reportar prevalencia de ADN de VPH. En dos estudios realizados por Lazcano
y Levine, fueron utilizadas muestras de orina para deteccion de VPH, sin embargo,
no se obtuvieron buenos resultados para la obtencién de ADN del virus (Lazcano-
Ponce et al., 2001; Levine et al., 1984).

Recientemente se ha discutido que las zonas con mayor eficiencia para la deteccion
de VPH es el surco y el glande coronal del pene debido al contacto directo con el
cérvix (Dunne et al., 2006), no obstante hay menos claridad en cuanto a toma de
muestras de la uretra, sobre todo en hombres asintomaticos ya que este tipo de
muestreo puede disminuir la participacién en estos estudios, sobre todo en aquellos
de tipo prospectivos que requieren muestreo repetitivo de sitios anatomicos. Varios
estudios han evaluado la presencia de ADN de VPH en escroto y semen (Weaver
et al., 2004); Sin embargo, la mayoria no evaltan la presencia de VPH en otros
sitios anatomicos (Aynaud, Poveda, Huynh, Guillemotonia, & Barrasso, 2002;
Green, Monteiro, Bolton, Sanders, & Gibson, 1991; Inoue, Nakazawa, Fujita, &
Tanizawa, 1992; Lai et al., 1997). Como resultado de ello, no esta claro si el

muestreo del escroto y el semen aportan informacion significativa para la estimacion
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de la prevalencia del VPH. En un estudio realizado en USA donde evaluaron seis
tipos de muestras de diferentes &reas de pene pudieron concluir que la zona del
escroto si es un sitio eficiente para la obtencion de muestras y deteccion de VPH
(Nielson et al., 2007).

En este trabajo se evaluo por separado la presencia de ADN de VPH en escroto y
surco balanoprepucial, y se pudo detectar VPH en ambas sitios genitales,
obteniéndose una prevalencia para la zona del escroto de 30,6%, con esta
informacion se puede predecir que el escroto es una fuente importante para la
deteccion de VPH. Cinco estudios publicados han reportado estimaciones de la
prevalencia del VPH para muestras escrotales, con estimaciones que van desde el
7,1 % (Fife et al., 2003) hasta 46,2 % (Hernandez et al., 2006). Informes recientes
de deteccién de VPH en muestras escrotales son notables, porque indican que la
transmision a las mujeres puede ocurrir a pesar del uso constante de los métodos
anticonceptivos de barrera, como los condones.

En un estudio de hombres atendidos en una clinica de enfermedades de transmision
sexual, la prevalencia después de muestrear la zona del glande, del surco
balanoprepucial y la uretra fue de 28,2% (Baldwin et al., 2003), mientras que en un
estudio donde se tomaron muestras de multiples sitios genitales la infeccién por
VPH estuvo presente en el 45% de los participantes (Weaver et al., 2004). Existen
estudios donde se tomaron muestras en conjunto del pene y el escroto y arrojaron
una prevalencia de VPH con una estimacion de 46,4 % (Aguilar et al., 2006).

En un estudio realizado por Giuliano et al; donde analizan la presencia de VPH en
varios sitios anatomicos del pene concluyen que como minimo, el cuerpo del pene
y el glande/surco coronal debe ser muestreados en hombres heterosexuales y que
las muestras de escroto, zona perianal, 0 muestra anal también deben incluirse para
la deteccion optima de VPH (Giuliano et al., 2007).

Los primeros estudios realizados para la deteccion de lesiones sugestivas para VPH
en hombres, fue la tincién con acido acético al 5% la cual permitia la visualizacién
de areas acetoblancas y que fueron considerados como marcador de diagndstico
para la infeccion con VPH (Krebs & Schneider, 1987). Aunque la infeccion con VPH

esta significativamente asociado con lesiones acetoblancas del pene (Voog et al.,
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1997), muchas otras condiciones también se asocian con estas lesiones genitales
(Pinto & Mellinger, 1999), lo que resulta en poca especificidad para la deteccion del
VPH. Para la precision de la evaluacion de la infeccion por VPH en los hombres, se
deben utilizar técnicas moleculares. Estudios recientes han utilizado la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), como un método suficientemente sensible para
detectar 10-100 copias de ADN viral, y se ha encontrado que la deteccion del VPH
en los hombres es tan alta como en la poblacion femenina.

El diagndstico molecular de infeccién por VPH es fundamental para la deteccion de
virus, principalmente por los siguientes métodos: PCR convencional y PCR
cuantitativo los cuales se basan en la amplificacion especifica de ADN del virus y
su gran sensibilidad y especificidad permite detectar niveles muy bajos de carga
viral en diferentes tipos de células y tejidos, asi mismo en infecciones no
productivas.

Los protocolos mas ampliamente utilizados emplean iniciadores consenso y
degenerados complementarios a una region altamente conservada del gen L1 del
virus y que son potencialmente capaces de discriminar los tipos de VPH que infectan
mucosas. Entre estos estan los primers GP05/GP06 y los iniciadores degenerados
MY11/MYO09. La sensibilidad analitica y la especificidad de los dos test varian
ampliamente, dependiendo de las caracteristicas del ensayo, la calidad de la
muestra bioldgica y los tipos de calidad de los reactivos usados, incluyendo el uso
de diferentes ADN polimerasas que afectan el desempefio del ensayo.

En este estudio se utiliz6 para la deteccion de &cidos nucleicos de VPH los
cebadores MY09/MY11 los cuales permitieron detectar el 43,8% de las muestras
analizadas lo que indica que estos primer son una excelente opcion a la hora de
realizar deteccion para VPH. Estos datos concuerdan con los resultados de un
estudio realizado en Colombia en el 2011 donde se compararon dos set de primers
GP5+/6+ y MY09/MY11 para la detecciéon de VPH y pudieron demostrar que los
primers MY09/MY11 detectan de manera mas eficiente el ADN del virus, debido a
gue estos consisten en un sistema de primers degenerados que promueven la

identificacion de infecciones multiples (Camargo et al., 2011).
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Los resultados obtenidos en este estudio destacan la importancia de la infeccion de
VPH en hombres ya que en los ultimos afios se ha demostrado que esta infeccion
puede causar diversas patologias en esta poblacion, asi como también en sus
parejas sexuales. Por ello este tipo de infecciones son consideradas como un

problema de salud publica y deben ser abordadas con mayor preocupacion.
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CONCLUSIONES

La deteccién de los genotipos oncogénicos VPH16/18 fue de 17,35% y de 19% en
la poblacién masculina constituye un posible factor de riesgo para el desarrollo de

lesiones neoplasicas en sus parejas sexuales.

La deteccién de VPH en la zona del escroto (30,58%) en poblacion masculina
sugiere que los preservativos como el condén no protegen esta zona de la

infeccion.
Este estudio confirma que los posibles factores de riesgos asociados a la positividad

de VPH son principalmente los comportamientos sexuales, el consumo de alcohol

y tabaco.
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PERSPECTIVAS

Realizar estudios de tipificacion no solo de los genotipos mas prevalentes sino de
todos los tipos virales de alto y bajo riesgo oncogénico, ya que de esta forma se
puede obtener un panorama mas claro de los genotipos circulantes en el
departamento, para que asi las medidas de prevencion y profilaxis sean mas

efectivas.

Realizar campafas de control y prevencion de la infeccion por VPH con la finalidad
de dar a conocer a la comunidad en general el riesgo de adquirir el virus incluso

cuando se usa el preservativo.
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ANEXO 1

ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA

Proyecto: Papel epidemiol6gico del hombre como portador del Virus Papiloma
Humano (VPH) en la Regién Caribe (Cédigo: 112954531580)

CODIGO DE LA ENCUESTA LUGAR

Fecha de diligenciamiento: / /

INFORMACION GENERAL

Nombre y apellido

(iniciales):

Fechay lugar de

nacimiento:

Direccién de

residencia;

Teléfono(s):

Correo electrénico:

ASPECTOS SOCIO-DEMOGRAFICOS

Edad (Afos cumplidos)

Estado civil
Soltero ___ Casado ___ Unionlibre __ Viudo ___ Separado

Ocupacion

Nivel de escolaridad
Primaria Secundaria Técnico
Universitario Posgrado Ninguno

Estrato socioeconémico
1 2 3 4 5 6
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FACTORES DE RIESGO

Consumo de alcohol

¢Usted consume alcohol?
Si No

¢,Con qué frecuencia usted consume alcohol?
Cada dia Cada semana Cada mes Casi nunca/nunca

Tabaguismo

¢Es usted fumador?
Nunca he fumado Ex-fumador Fumo actualmente

¢Por cuanto tiempo ha sido fumador?

Caracteristicas y comportamientos sexuales
¢ Esta usted circuncidado?
Si No

¢Padece o0 ha padecido alguna enfermedad de transmision sexual?
Si_ No_

Cual?

¢A gué edad tuvo su primerarelacion sexual? (afios)

.Cuantas comparferas sexuales ha tenido durante toda su vida?

¢,Cuantas comparferas sexuales que hatenido durante los Ultimos tres meses?

¢,Cuantas comparieras sexuales hatenido en un mismo mes?

Comportamiento sexual con su pareja actual (estable)

¢ Cuanto tiempo lleva con su pareja actual?

¢ Utiliza preservativo (conddn)?
Nunca Menos de la mitad de las veces
Mas de la mitad de las veces Siempre

Comportamiento sexual con parejas ocasionales
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¢ Tiene o hatenido en algin momento relaciones sexuales con alguna persona
fuera de su relacién de pareja?
Si No

¢Cuanto tiempo hace desde la ultima vez?

¢,Con cuantas personas distintas de su pareja habitual ha tenido relaciones
sexuales?

¢Ha utilizado siempre preservativo (condon)?
Si No

Otros comportamientos sexuales

¢Alguna vez hatenido relaciones sexuales homosexuales (con otro hombre)?
Si No

¢Hace cuanto tiempo?

¢ Usé preservativo (condén)?
Si No

¢Alguna vez ha tenido relaciones sexuales con prostitutas?
Si No

¢Hace cuanto tiempo?

¢UsO preservativo (condén)?
Si No

Habito de aseo

¢Asea usted sus genitales después de larelacién sexual?
Siempre Ocasional Nunca

EXPLORACION FiSICA

Lesiones sugerentes de infeccién por VPH a lainspeccion

“Esta encuesta corresponde a un proyecto de investigacion ejecutado por el grupo
de investigaciones Biomédicas de la Universidad de Sucre y el Departamento
Administrativo de Ciencia, Tecnologia e Innovacion (COLCIENCIAS). Su
participacion en el estudio es voluntaria. Se garantiza la confidencialidad y
anonimato de lainformacion. Por favor, diligencie el siguiente documento de forma
clara y sincera”.
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ANEXO 2
Ty | Universidad de Sucre

Grupo de Investigaciones
Biomédicas
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto: Papel epidemioldgico del hombre como portador del Virus Papiloma
Humano (VPH) en la Region Caribe (Cddigo: 112954531580)

Grupo de Investigaciones Biomédicas. Universidad de Sucre. Sincelejo, Colombia.
Carrera 14 N° 16B-32, Barrio La Pajuela. Tel: 2820830.

Investigador Principal: Pedro José Blanco Tuiran

CODIGO DE LA ENCUESTA LUGAR

Fecha de diligenciamiento: / /
Yo de afos de edad,
con documento de identidad N° manifiesto

que he sido informado a mi entera satisfaccion sobre los propositos vy
procedimientos del estudio “Papel epidemiolégico del hombre como
portador del Virus Papiloma Humano (VPH) en la Regién Caribe”.

Declaro que se me ha informado y explicado de manera sencilla y detallada
gue mi participacion consistira en aceptar los siguientes apartes:
¢ Se me haran unas preguntas sobre aspectos personales (encuesta
epidemiolégica).
¢ Se me hara un reconocimiento general de los genitales por medio de
lentes y a la simple inspeccion.
¢ Se me tomaran muestras de epitelio del area genital con una torunda a
fin de detectar la presencia de ADN del Virus Papiloma humano (VPH).

Declaro que se me ha informado y explicado de manera sencilla y detallada
gue:

e Mi participacion es voluntaria. Adicionalmente, yo tengo total libertad de
retirarme del estudio en el momento que considere conveniente.

+ Mi participacion en el proyecto es sin fines terapéuticos.

e Todo el estudic sera hecho en condiciones que garantizan la
confidencialidad de los datos obtenidos acerca de mi, durante las
entrevistas verbales, y las exploraciones y pruebas practicadas.

¢ Yo no tendré ninguna compensacién econémica por participar en esta
investigacion. Sin embargo, yo soy consciente que los resultados de la
misma aportaran al mejor conocimiento de la infeccién por VPH, y sobre
su comportamiento en nuestro medio.
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UNIVERSIDAD OF SUCRE

Universidad de Sucre

Grupo de Investigaciones
Biomédicas

e Todos los procedimientos son indoloros y carecen de efectos adversos
para mi salud fisica y psicolégica. El riesgo (peligro) que yo pudiera
tener, no es mayor al que enfrentaria cualquier individuo que se somete
a este tipo de procedimiento clinico. Si se presentara alguna molestia
local, yo dispondré de las atenciones meédicas y farmacéuticas
necesarias.

e« Yo autorizo que las muestras obtenidas y almacenadas sean usadas
para futuras investigaciones encaminadas a aprender mas sobre la
infeccion por el virus Papiloma.

¢ El consentimiento no otorga ninguin derecho legal, ni libera a los
investigadores ni a las instituciones, de la obligacion por negligencia o
por cualquier acto mal realizado con la muestra y la informacion
suministrada por mi.

¢ Si yo tengo alguna duda acerca del estudio o de mis derechos con
respecto a la participar en el mismo, puedo pedir informacién al
investigador principal, Dr. Pedro Blanco al 2820830; o comunicarme con
alguno de los investigadores relacionados en la lista adjunta.

e Yo tengo derecho a conservar una copia del presente documento una
vez firmado.

Después de conocer detalladamente el planteamiento y objeto de la investigacion, y de
haber resuelto satisfactoriamente todas mis preguntas:

¢OTORGO mi CONSENTIMIENTO a participar en el estudio “Papel
epidemiolégico del hombre como portador del Virus Papiloma Humano (VPH) en
la Region Caribe”? SI__NO__

Doy permiso para usar las muestras obtenidas para investigaciones del VPH en el
futuro? SI___ NO ____

Nombre y firma del paciente 6 Representante legal

C.c.
Nombre y firma del testigo 1 Parentesco
C.c.
Nombre y firma del testigo 2 Parentesco
c.C.

Nombre y firma del investigador responsable
C.C.

¢Recibi una copia firmada de este formulario de consentimiento informado?
SI__NO
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ANEXO 3

PROTOCOLO PARA EXTRACCION DE ADN DE HISOPOS BUCALES
(QIAGEN)!

1. Adicionar 20 pl de solucion Stock de Proteinasa K (QIAGEN) y 600 pl de buffer
AL a la muestra. Agitar por vortex por 15 segundos

2. Incubar a 56°C por 10 minutos.

3. Centrifugar brevemente el tubo para remover las gotas adheridas a las paredes.
3. Adicionar 600ul de etanol (96-100%) a la muestra y mezclar por vortex.
Centrifugar brevemente para remover las gotas adheridas a las paredes.

4. Colocar 700ul de la mezcla del paso 3 en la columna de QIAmp (en un tubo de
coleccion de 2ml), sin mojar el borde, tapar y centrifugar a 6000 x g (8000rpm) por
un minuto. Colocar la columna en un tubo colector nuevo y descartar el que contiene
el filtrado

5. Repetir el paso 4 colocando 700 pl de la mezcla restante del paso 3 en la
columna QIAmp.

6. Abrir cuidadosamente la columna QIAmp y adicionar 500ul de buffer AW1 sin
mojar el borde. Tapar y centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) por 1 min. Colocar la
columna en un tubo colector nuevo y descartar el que contiene el filtrado.

7. Abrir la columna QlAamp y adicionar 500 pl Buffer AW2 sin mojar el borde. Tapar
y centrifugar a 20,000 x g (14,000 rpm) por 3 min. Colocar la columna en un tubo
colector nuevo y descartar el anterior.

8. (Opcional) Para evitar posibles contaminaciones con el buffer AW2 centrifugar
nuevamente a 13000 rpm durante 5 minutos.

9. Colocar la columna en un tubo Eppendorf de 1.5 ml Nuevo. Abrir la columna y
adicionar 150 pl Buffer AE 0 agua destilada. Incubar a temperatura ambiente por 1
minuto. Centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) por 1 minuto.

1QIAamp DNA Mini and Blood Mini Handbook 06/2012
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ANEXO 4
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Factor 1: 0.4288 (21.4%)

Grafico de asociacidon estadistica de aspectos sociodemograficos con la infecciéon
por VPH. En el andlisis de correspondencia multiple se observa que las variables
como escolaridad media, estado civil (union libre), las edad (37-45 afios) y el sitio
de muestreo (Tolu) estan estadisticamente asociados a la positividad para VPH por

PCR convencional.
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ANEXO 5

Factor 2: 0.3427 (25.7%)
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Grafico de asociacion estadistica de habitos tabaquicos y consumo de alcohol con
la infeccién por VPH. En el analisis de correspondencia multiple se observa que las
variables como ingesta de alcohol y haber sido fumador estan estadisticamente

asociados a la positividad para VPH por PCR convencional.
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ANEXO 6

Factor 2: 0.1878 (11.3%)
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Andlisis de correspondencia mdltiple para la asociacion de variables de
comportamiento sexual y deteccion positiva de VPH. En el analisis se observa que
las variables como el no uso del condon, la edad de inicio de relaciones sexuales
(14-18 afios), el numero de parejas sexuales y el sitio de muestreo (Toll) estan
estadisticamente asociados a la positividad para VPH por PCR convencional.
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