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Resumen

La carga viral de Virus Papiloma Humano (VPH) de alto riesgo ha sido
asociada con la prevalencia de neoplasia cervical y se sugiere que una
alta carga viral en el epitelio citologicamente normal es un factor de
riesgo para la progresion neoplésica, por lo que resulta importante su
cuantificacion. Por esta razén, el objetivo de esta investigacion fue
determinar la carga viral de Virus Papiloma Humano de alto riesgo
(Tipo 16 y 18) y su relacion con lesiones cervicales. De mayo de 2012
a mayo de 2013 fueron evaluadas 353 mujeres con edad entre 13-65
afios que aceptaron participar voluntariamente en el estudio. Se realizo
una reaccion en cadena de la polimerasa de punto final para detectar la
presencia de ADN de VPH; las muestras positivas fueron
seleccionadas para los ensayos de deteccion y cuantificacion de
VPH16 y VPH18 mediante PCR tiempo real, en total se analizaron 148
muestras de mujeres con Lesion Escamosa Intraepitelial de Bajo Grado
(LEIBG) y 205 mujeres con Atipias Escamosas Indeterminada
(ASCUS). Frecuencias y proporciones fueron empleadas para el
analisis univariado de las variables categoricas. En el caso de las
variables cuantitativas se utilizaron medias, medianas y rangos
intercuartiles teniendo en cuenta una distribucion normal de los datos.
Se obtuvo 311 (81,8%) casos positivos para al menos algun tipo de
VPH por el método de PCR de punto final, por otra parte, la frecuencia
de infeccion segun el municipio no mostré variacion, sin embargo, el
municipio de Tola obtuvo el porcentaje mas alto. La genotipificacidon
mostré que 81,2% de mujeres con LEIBG y 65,7% de mujeres con
ASCUS fueron positivas por PCR tiempo real (QPCR). El tipo de ADN
de VPH mas comun encontrado fue el VPH18, con una prevalencia del
37,1%, seguido por el VPH16, con una prevalencia de 34,7%. No se
encontraron diferencias entre las cargas virales y los tipos de lesion
analizada; sin embargo, al comparar el tipo de virus de acuerdo a la
carga viral si hubo diferencia estadistica. Este trabajo contribuye al

entendimiento del efecto de la carga viral en la historia natural del
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Céncer Cervical; sin embargo, estudios prospectivos son necesarios

para confirmar estos resultados.

Palabras Claves: HPV, carga viral, reaccion en cadena en tiempo real de
la polimerasa, LEIBG, ASCUS, Sucre.
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ABSTRACT

Viral load of high risk human papillomavirus (HPV) has been associated
with the prevalence of cervical neoplasia and suggests that a high viral
load in the cytological normal epithelium is a risk factor for neoplastic
progression, so it important its quantification. For this reason, the objective
of this research was to determine the viral load of high risk Human
Papilloma Virus (Type 16 and 18) and their relationship with cervical
lesions. From May 2012 to May 2013 were evaluated 353 consenting
women between aged 13-65 years who agreed to participate voluntarily in
the study. An endpoint polymerase chain reaction was conducted for
detected the presence of DNA HPV; the positive samples, were selected
to detected and quantified, by real-time PCR, HPV16 and HPV18, in total
148 women were analyzed with low grade squamous intraepithelial lesion
(LSIL) and 205 women with atypical squamous cells of undetermined
(ASCUS). Frequencies and proportions were used for univariate analysis
of categorical variables. In the case of quantitative variables were used
mean, medians and interquartile ranges taking into account a normal
distribution of data. 311 (81.8%) positive cases for at least some type of
HPV by PCR method endpoint was obtained, on the other hand, the
frequency of infection by municipality showed not change, however, in the
Tolu township was obtained the highest percentage. Genotyping showed
that 81.2% of women with LSIL and 65.7% of women with ASCUS were
positive by real-time PCR (gPCR). The DNA type HPV most commonly
found was HPV18, with a prevalence of 37.1%, followed by HPV16, with a
prevalence of 34.7%. No statistically significant differences in viral load
between the types of injury analyzed were found; however, when
comparing the type of virus according to the viral load if there were
statistical significance. This work contributes to the understanding of the
effect of the viral load in the natural history of Cervical Cancer; however,
prospective studies are needed to confirm these results.

Key words: HPV, viral load, chain reaction in real time polymerase,

cervical lesion, Sucre
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INTRODUCCION

La asociacion existente entre el Virus Papiloma Humano de alto riesgo
(VPH-AR) y el Céncer de Cérvix (CC) ha sido claramente establecida, se
ha definido la infeccién persistente por tipos virales de alto riesgo (VPH-
AR) como el factor mas importante (Munoz et al., 2003). Sin embargo,
deben intervenir otros factores relacionados con el hospedero y con el
virus que modulan esta asociacion y uno de estos factores es la carga
viral del VPH (Forman et al., 2012; Munoz et al., 2003). El efecto de los
VPH de alto riesgo en el desarrollo de lesion intraepitelial cervical esta
altamente influenciado por el ndmero de copias virales (Hernandez-
Hernandez et al., 2003). En este contexto, la carga viral de VPH ha sido
de interés en investigaciones cientificas, con la finalidad de dilucidar las
caracteristicas y la dinamica de la asociacion, y de esta manera, contribuir
en el establecimiento de medidas que permitan la disminucién del impacto
del CC en la poblacion (Ylitalo et al., 2000).

Con el propdsito de disminuir el impacto que ha generado el CC, se han
desarrollado estrategias, encaminadas a la prevencion, control y
reduccion de la morbimortalidad de ésta neoplasia (Murillo, 2008).
Actualmente el método de tamizaje aceptado mundialmente, es la
citologia, con la cual se identifican mujeres con lesién y Cancer Cervical.
Sin embargo, ésta técnica tiene una sensibilidad limitada para la
deteccion de lesiones precancerosas (41-73%) (Niedergang,
Didierlaurent, Kraehenbuhl, & Sirard, 2004). Ademas, aunque en
Colombia se ha registrado una cobertura de la citologia de 76,3%,
cercana a la de paises desarrollados (Estados Unidos, de 83%), todavia
persisten dificultades para la reduccion del impacto del CC, al igual que en
la mayoria de paises en vias de desarrollo (Viikki, Pukkala, & Hakama,
2000).

En los ultimos afios, se han desarrollado técnicas de biologia molecular

para la detecciéon de ADN de VPH que buscan superar las limitaciones
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dela citologia en el diagnéstico precoz de lesiones preneoplasicas.
Ademas, se ha demostrado la asociacién entre la persistencia de las
infecciones por VPH-AR y el desarrollo de CC, y por tanto la deteccion
molecular facilita la identificacion de mujeres en riesgo de desarrollar esta
enfermedad, aun cuando los cambios morfol6gicos no hayan ocurrido
(Coutlee, Rouleau, Ferenczy, & Franco, 2005). En tal sentido basadas en
PCR, proporcionan mayor sensibilidad y especificidad, y mientras que la
gPCR, ademas de lo anterior permitir la identificacion del genotipo del
virus y cuantifica el nimero de copias virales presente en la muestra

(Moberg, Gustavsson, & Gyllensten, 2003).

La cuantificacion de la carga del virus de VPH es un factor que ha sido
considerado importante desde el punto de vista clinico, se ha demostrado
gue la persistencia de la infeccion y el mantenimiento elevado de la carga
viral contribuyen a la progresion de lesiones de bajo grado a CC (Moberg
et al., 2003; Wang & Hildesheim, 2003; Ylitalo et al., 2000). La
determinaciéon del numero de copias virales presentes en muestras
cervicales de mujeres del departamento de Sucre, y su relacion con la
presencia de lesiones cervicales. Estos resultados contribuyeron en la
generacion de informacion para la implementacion de nuevas estrategias

de prevencion

En Colombia, estudios previos, encontraron que la carga viral es el
principal determinante para la persistencia de la infeccion por el VPH; la
infeccion con VPH-16 es la que mayor riesgo presenta en el desarrollo de
lesiones de alto grado (Munoz et al., 2009). Sumado a esto, se ha
demostrado la importancia de la tipificacion de los genotipos virales,
puesto que los de alto riesgo constituyen un factor adicional. Pese a lo
anterior, aunque en el departamento de sucre se diagnosticaron 29
muertes por cancer cervical entre el 2002 y 2008, de los cuales son casos
en los que se desconocia el genotipo y cargas virales infectantes, lo que

denota un vacio en el conocimiento que motivé el interés por conocer de
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la carga viral mediante qPCR, de los dos genotipos virales de AR mas
frecuentes en nuestro pais, (VPH 16 y 18), esto con el fin de generar la
informacion necesaria para disefiar, evaluar e implementar estrategias

para el control de CC, como la vacunacion y pruebas de tamizacion.

De ésta manera se aportan datos significativos para la caracterizacion del
comportamiento del VPH, la prevalencia, la distribucion tipo-especifica y la
relacion con factores asociados. Estos resultados ampliaran el
conocimiento y contribuiran en el mejoramiento de los programas de
promocion y prevencién que contemplen la deteccion vy tipificacion de
VPH, la cuantificacion de la carga viral, entre otros.

La mayor mortalidad de mujeres por CC se presenta en lugares como las
riveras de los rios, zonas de puerto maritimo y fluvial, asi mismo, en areas
donde los patrones de salud sexual y reproductiva incrementan la
probabilidad de adquirir la infeccion y desarrollar la enfermedad; la
presente investigacion se desarrollé en los municipios de Sincelejo, Tolu y
San Marcos - Sucre, por cumplir las siguientes condiciones: areas
turisticas, con puerto maritimo y fluvial, con patrones de salud sexual y
reproductiva propicias para adquirir la infeccion por VPH y con
deficiencias en los servicios de salud que limitan el diagnostico y

tratamiento oportuno de lesiones cervicales.
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OBJETIVOS

Objetivo General

e Determinar la carga viral de Virus Papiloma Humano de alto riesgo
(genotipo 16 y 18) y su relacion con lesiones LEIBG y ASCUS en el

departamento de Sucre.

Objetivos Especificos

e Determinar la prevalencia de infeccion por Virus Papiloma Humano
en mujeres con lesion cervical LEIBG y ASCUS en los municipios

de Sincelejo, Tolu y San Marcos.

e Comparar la distribucion de la carga viral absoluta de VPH16 y
VPH18 en mujeres con LEIBG y ASCUS.

e Evaluar factores epidemiolégicos relacionados con la infeccion por

VPH en la poblacion afectada.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Epidemiologia.

El Cancer Cervical es el tercer cAncer mas comun entre las mujeres, en el
ambito mundial, su incidencia solo es superada por el cancer de seno y el
cancer colorrectal. Segun la international agency for research on cancer
(IARC), se estimaron mundialmente cerca de 528.000 casos nuevos para
el 2012, teniendo una tasa de incidencia ajustada por edad de 14 por
100.000 mujeres/afio. Cerca del 85%, ocurre en paises en vias de
desarrollo, principalmente de Africa, sur y centro de Asia y Suramérica.
(Ferlay et al., 2013).

En Colombia, el CC es el segundo cancer con mayor frecuencia entre las
mujeres después del cancer de seno, y la primera causa de muerte
relacionada con la salud sexual y reproductiva. La tasa de incidencia
anual es de 21.5 casos nuevos por 100.000 mujeres, a su vez la tasa,
ajustada por edad, de mortalidad esta en 10 muertes por 100.000 mujeres
(Murillo, 2008; Wiesner-Ceballos et al., 2009). En el departamento de
Sucre segun el DANE, este tipo de cancer es la primera causa de
mortalidad, registré6 un promedio de 29 muertes por afio entre 2002 y
2008

De acuerdo al grado de severidad de las lesiones cervicales, la
prevalencia de VPH incrementa de un 12% en mujeres con citologia
normal, a un 89 % en mujeres con CC. En mujeres con citologia normal,
la prevalencia de VPH varia de un 8-9% en Asia central/ occidental y
Europa, a mas de un 20% en Africa, América y Oceania. Entre los grados
de severidad de las lesiones, se encuentran diferencias en las

prevalencias de VPH por region (llustracion 2) (Guan et al., 2012).
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llustracién 1. Prevalencia de VPH por severidad de la lesién cervical y area estudiada
region. 2012.

VPH: Virus Papiloma Humano; ASCUS: Atipias en células escamosas de significado
incierto; LEI-BG: Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado; LEI-AG: Lesion escamosa
intraepitelial de alto grado; CIN: Neoplasia intraepitelial cervical, ICC: Cancer Cervical
Invasivo.

Fuente: Guan P, Howell-Jones R, Li N, Bruni L, de Sanjose S, Franceschi S, et al.
Human papillomavirus types in 115,789 HPV-positive women: a meta-analysis from
cervical infection to cancer. Revista internacional del cancer. 2012 Nov 15;131(10):2349-
59.

Los estudios muestran un amplio rango de prevalencia de VPH que
depende de la poblaciéon de estudio, las técnicas de muestreo, los
métodos de estudio y la sensibilidad de los instrumentos, asi como de los
métodos de deteccion y las diferencias en la expresion viral, pueden
explicar las diferencias existentes en la prevalencia (Kataja et al., 1993).
Los genotipos del VPH mas frecuentes son el 16, 18, 31, 33, 35, 45,52y
58, dentro de éstos el genotipo VPH 16 y 18, son los dos tipos mas
prevalentes, son responsables del 70% de casos de cancer de cuello

uterino, en conjunto con los genotipos 45, 31, 33, 52, 58 y 35 son
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responsables del 89% de los casos de Cancer cervical (Li, Franceschi,
Howell-Jones, Snijders, & Clifford, 2011).

En Colombia, se han encontrado tasas de prevalencia de infeccién con
VPH que varian entre el 14.9% vy el 76,1%, y de 60,9% a 99,7% para VPH
16 y 18. Dentro los 15 tipos virales de alto riesgo, son consistentes al
encontrar que los dos tipos virales mas frecuentes son VPH 16 y 18. Sin
embargo, existen variaciones en las prevalencias encontradas que
dependen de la poblacién y la region estudiada (D. A. Garcia et al., 2011;
Murillo, Molano, Martinez, Mejia, & Gamboa, 2009). El VPH-16 es mas
frecuente en Leticia, VPH-18 en Girardot, VPH-31, -33 y -45 en Girardot y
Leticia, y VPH-58 en Girardot, Leticia y Bogota. 18 (llustracion 3)
(Camargo et al., 2011).

Los programas de tamizacidon establecidos en la mayoria de paises en
América Latina, y el Caribe (Cuba, Brasil, México, Peru y Colombia), que
han incluido la citologia como herramienta de diagnéstico, no han tenido
el impacto esperado en la reduccion de la tasa de incidencia y mortalidad
del CC. Las posibles causas que se han planteado para explicar el bajo
impacto de los programas de tamizacion en los paises en vias de
desarrollo, incluyen problemas dentro de la organizacion de los sistemas
de salud que disminuyen la cobertura de mujeres en riesgo, inapropiados
programas de seguimiento para el diagndstico temprano, tratamientos
adecuados, creencias personales y culturales que interfieren con la

adherencia a los programas (Martinez et al., 2001).

1.2 Factores deriesgo para el desarrollo del Cancer Cervical

Actualmente se considera que el desarrollo de esta enfermedad es
multifactorial, se ha determinado que el factor central es la infeccidon

persistente por tipos de alto riesgo de VPH. Sin embargo, se requieren
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otros factores tanto del virus como del huésped, que facilitan la infeccion
y/o persistencia del VPH, la regresibn o progresion de las lesiones
(Ibeanu, 2011).

Respecto al virus, se considera como factor de riesgo, la infeccion
persistente por uno de los 15 tipos oncogénicos, o por mas de un tipo viral
(coinfeccidn); se ha descrito que existe una fuerte asociacion entre el
namero de tipos virales y la severidad de las lesiones. (Canfell et al.,
2011). Ademas de esto, mientras mas alta es la carga viral, existe un
mayor riesgo de desarrollar lesiones de alto grado, aun cuando se tenga
un resultado normal de la citologia y a su vez, podria predecir la severidad
de las lesiones cervicales y la presencia de lesiones ocultas. (Munoz et
al., 2009; Payan et al., 2007).

Otros factores se han asociado al riesgo de infeccion o a la susceptibilidad
y progresion de las lesiones, tales como aquellos relacionados con el
comportamiento sexual tanto de la mujer como de su pareja, con el
namero de partos; con el estado inmune y la exposicibn a mutagenos y
factores hormonales. Por otro lado se han descrito factores de riesgo
sociales como estrato socioecondmico y bajo nivel educativo y cultural, sin
lograr establecer con claridad si implica mayor exposicion al virus o

dificultades para acceder a los servicios (Ault, 2006).

1.3 Fisiopatogénesis del Cancer Cervical

VPH infecta a las células de la capa basal del epitelio. Existen diversas
moléculas involucradas como receptores de acuerdo al genotipo de VPH.
En el caso de VPH-6, la integrina a6 ha sido propuesta como su receptor
en las células epiteliales, mientras que VPH-16 y VPH-33 tienen como
receptor al heparan sulfato. En las células de la capa basal del epitelio, la
replicacion viral es considerada poco productiva y es en el proceso de

diferenciaciéon de los queratinocitos en los cuales se activa la replicacion
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viral, aqui se efectla la sintesis de las proteinas de la capside y el

ensamble viral.

Cuando el ADN de VPH se encuentra integrado al genoma del hospedero
en todos los casos de cancer cervical (Bosch et al., 1995), las células que
presentan esta caracteristica, se ha encontrado correlacion con un
pronéstico negativo y con el desarrollo de resistencia al tratamiento
(Unger et al., 1995; Vernon, Unger, Miller, Lee, & Reeves, 1997). El ADN
de VPH integrado, se lineariza entre los genes E2 y L1. Normalmente el
producto del gen E2 se une al ADN viral permite la transcripcion del gen
E1ly regulando la transcripcion de los genes E6 y E7. Al integrarse el ADN
de VPH al ADN del hospedero se pierden las regiones de lectura abierta
del gen E2, lo que provoca la pérdida del producto de E2 (Yoshida, Sano,
Oyama, Kanuma, & Fukuda, 2009) , con lo que los genes de las proteinas
E6 y E7 son expresados con mayor intensidad (el Awady, Kaplan,
O'Brien, & Burk, 1987).

1.4  Prevencion, diagnostico y tratamiento del Cancer Cervical

La deteccion temprana y el tratamiento oportuno de mujeres en riesgo de
infeccion por VPH, pueden prevenir la progresion a cancer cervical. El test
de Papanicolaou o citologia es la prueba mas aceptada para el
diagnostico temprano de cancer cervical (Lynge & Rebolj, 2009). Valora
la calidad de la muestra, la presencia de infecciones y de anomalias de
células epiteliales, permite clasificar los hallazgos en: lesidén precancerosa
leve (células escamosas atipicas de significado incierto; células
escamosas atipicas sugestivas de alto grado; lesion intraepitelial
escamosa de bajo grado lesién precancerosa de alto grado y carcinoma
de células escamosas, células glandulares atipicas o adenocarcinoma in
situ (Bergeron, 2003; Nayar & Wilbur, 2015; Solomon et al., 2002).
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En Colombia las normas vigentes, establecen que la toma de la citologia
debe ser entre los 25 y 69 aflos de edad y sigue el esquema 1-1-3.
Ademés se plantea la necesidad de contar con estrategias de tamizaje
gue permitan la continuidad de la atencion, en relacién al seguimiento de
pacientes con anormalidades y la remision de aquellas que requieran otro
nivel de atencién. La cobertura de la citologia durante tres afios en el
pais, segun un estudio fue de 76,3%, llegando a valores superiores al
80% en algunas regiones (Bogot4, Caldas, Quindio y Risaralda) (Cuzick
et al., 2008).

Por otro lado, se cuenta con vacunas contra VPH (tetravalente que
protege contra el genotipo 6,11 16 y 18 y versiones bivalente que
inmunizan contra el genotipo 16 y 18), las cuales estan disponibles desde
el afio 2007, para el uso en una mujer de nueve a veintiséis afos, con
una efectividad de cerca del 90% en la prevencion de infecciones
persistentes con un 95% de efectividad para prevenir lesiones
precancerosas. Sin embargo, no son utiles en mujeres con infeccion
previa a la inmunizacion ni en infecciones por otros tipos virales de alto
riesgo, por lo cual las recomendaciones se basan en la inmunizacion de
nifias antes del inicio de las relaciones sexuales. La OMS recomienda que
la vacunacion rutinaria contra el VPH deba ser incluida en los programas
de inmunizacion de cada nacion, con la poblacién entre 9 y 13 afios como
objetivo. Estudios recientes sugieren que las diferencias biolégicas y
funcionales entre las llamadas variantes virales, pueden tener impacto en
la etiologia del cancer, también, la distribucion geografica y el potencial
oncogénico de estas, pueden proporcionar datos que ayuden a un disefio
mas eficiente de vacunas y protocolos de vacunacion (Stanley, Gissmann,
& Nardelli-Haefliger, 2008).

Con respecto al tratamiento, se han desarrollado guias y algoritmos para

el manejo de las mujeres. Como posibilidades para el tratamiento, se

plantea, el manejo conservador, con observacion y seguimiento; cirugias
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como criocirugia- conizacibn o escision electro quirdrgica con asa;
también se considera la histerectomia simple o radical por via vaginal o
abdominal, con o sin linfadenectomia, con tratamiento adyuvante
quimioterapia y/o radioterapia. La eleccion del tratamiento mas adecuado
se realiza basandose en la edad de la mujer, el deseo que se tenga de
preservar la fertilidad, la estadificacion del cancer segun la clasificacion de
la FIGO (Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia) y el
compromiso local o sistémico del CC (Ibeanu, 2011; Waggoner, 2003).

1.5 Virus Papiloma Humano (VPH)

El Virus Papiloma Humano (VPH) pertenece a la familia Papillomaviridae,
y esta ampliamente distribuido en la naturaleza, principalmente en
mamiferos (Van Doorslaer, 2013; zur Hausen, 1976). Los dos géneros
mas importantes de esta familia son los Alphapapiloma y los
Betapapilomas (Figura 1) (Van Doorslaer, 2013). Segun estudios 60
genotipos pertenecientes al género Alphapapiloma afectan el epitelio
escamoso estratificado de la mucosa y piel de cérvix, vagina, vulva, pene
y region perianal; algunos de ellos se clasifican como tipos virales de alto
o bajo riesgo (VPH-AR, BR) (Castellsague, 2008).
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Figura 1. Arbol filogenético de la familia Papillomaviridae.

Muestra los diferentes géneros pertenecientes a esta familia, donde se observa el
género Alfapapilomaviru que agrupa los tipos de virus que afectan el area anogenital
humana.

Fuente: Vandoorslaer Koenraad et al. Evolution of the Papillomaviridae_ Virology 2013.
445 p:11-20.

1.6 Estructura del virion

El viribn de VPH posee una capside icosaedrica sin envoltura, en la que
se puede encontrar su ADN circular de doble cadena, de
aproximadamente 8000 pb, dividida en tres regiones: la region larga de
control (LCR), que no contiene marco de lectura alguno; la region que
codifica para las proteinas de la capside denominadas tardias L1y L2 y
ocho proteinas tempranas: E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7 y E8 (de Villiers,
Fauquet, Broker, Bernard, & zur Hausen, 2004; Kawai & Akira, 2005)
(Figura 2).
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Figura 2. Estructura del virién de VPH.

Se observa ADN doble cadena de aproximadamente 8000 pb, proteinas mayor de la
cépside L1, proteina menor de la capside L2 y las proteinas E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7 y
ES8.

Fuente: De Villiers, E, et al. Classification of papillomaviruses. En: Virology. 2004. Vol.
324, p. 17-27.

La proteina Mayor L1 constituye el elemento estructural primario de la
capside viral, asi mismo representa un objetivo importante en la respuesta
inmune mediada por células. El gen L2 es un componente menor de la
capside, que interviene en el montaje y el empaqguetamiento del ADN viral
dentro de los viriones. Otras funciones de L2 incluyen la union del virion al
citoesqueleto, el transporte dentro del citoplasma y facilita el escape
endosomal del genoma viral después de la infeccion (Kamper et al.,
2006). Ademas, el genoma del VPH posee una region larga de control
(LCR); (Jundt, Herr, Angel, Zur Hausen, & Bauknecht, 1995).

Los genes E codifican las proteinas reguladoras (E1, E2, E3, E4, E5, E6,

E7 y E8) necesarias para los procesos de replicacion, trascripcion y cito

transformacion. E1 y E2 juegan un papel importante en la replicacion del
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genoma viral, activan la transcripcibn de E6 y E7 y por lo tanto la
proliferacion celular, ademas contribuye a la particion del genoma viral en
las células hijas y los altos niveles reprimen la transcripcion de E6 y E7.
También juegan un papel importante en la segregacién del genoma viral
durante la division celular ligandolo a cromosomas mitéticos (Munoz et al.,
1996).

La proteina E4 codifica la proteina tardia NS y aparentemente rompe el
citoesqueleto, la denominada E5 actia como proteina transformante
interactuando con los factores de crecimiento celular (Munoz et al., 1996).
La proteina E7 interactia con la proteina supresora de tumor de
retinoblastoma (pRB) y dafia su funcion como regulador de crecimiento
celular (Munoz et al., 2009).

1.7 Clasificacion de VPH

Existen mas de 200 tipos de VPH, clasificados mediante la comparacion
de las secuencias de nucleoétidos de regiones de replicacion temprana (E)
y tardia (L) cuya homologia entre E6, E7, L1, L2 debe sobrepasar el 90%
(Carter et al., 2000). Los genotipos del VPH pueden clasificarse como de
alto riesgo (tipos 16 y 18), de riesgo intermedio (VPH tipos 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 82) o de bajo riesgo (VPH tipos 6 y 11, 26, 40, 42, 43, 44, 53,
54, 55, 62, 66) segun su capacidad de inducir cambios histolégicos de

carcinoma escamoso (Castellsague, 2008; Munoz et al., 1996).

Los genotipos 16 y 18 han sido encontrados en lesiones displasicas de
alto grado y en la mayoria de los cancer de cérvix invasivo; son
responsables de cerca del 50-70% y 20-30% de los casos,
respectivamente (Munoz, Castellsague, de Gonzalez, & Gissmann, 2006).
Mientras el genotipo 16 se asocia con mayor frecuencia en carcinomas
escamocelulares, el genotipo 18 a adenocarcinomas. También estan

ligados a la persistencia y progresion de lesiones de alto grado a cancer
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invasivo. Otros tipos como el VPH 6 y 11 se conocen como de bajo riesgo
ya que se han asociado al 90% de verrugas genitales (Carter et al., 2000;

Labropoulou et al., 1997).

1.8 Replicacion de VPH

La replicaciéon se da principalmente intraepitelial, con ausencia de viremia
gue permita detectar en estadios preclinicos la infeccién por VPH, y asi
mismo se evade la activaciéon del sistema inmune, lo cual se debe tener
en consideracion al momento de establecer estrategias de tamizaje cuyo
objetivo principal sea detectar mujeres en riesgo de padecer la
enfermedad (Carter et al., 2000).

Se ha identificado que el VPH es encontrado tanto en pacientes
sintomaticos como asintomaticos. Mujeres que presentan ADN viral sin
lesiones cervicales se encuentran en riesgo de desarrollar lesiones

precursoras (Carter et al., 2000).

1.9 Respuestainmune

La interrelacion entre el Virus Papiloma Humano y hospedero es compleja
y variada. Utiliza dos propiedades basicas para eludir el sistema inmune
humano.

En primer lugar, las células inmunes circulantes no detectan la presencia
del virus facilmente debido a que no existe una fase de viremia. La
infeccion inicial se localiza en la membrana basal mientras que las células
de Langerhans son particularmente abundantes en la capa apical de la
mucosa. En segundo lugar, VPH no provoca grandes dafios a las células
hospedero, tales como la lisis de la célula infectada, esto conlleva a que la
inflamacion sea minima y evita una posterior sefializacion, lo que permite

gue el virus se replique con bajo niumero de copias e infecte las células
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sin que se produzca una respuesta inmune que impida la infeccién vy
replicacion del virus en las células del epitelio (Kanodia, Fahey, & Kast,
2007; Stanley, 2006)

191 Respuesta inmune innata:

La infeccion de VPH en las células del epitelio comienza con una
respuesta inespecifica, procesos inflamatorios, quimio atraccién de
neutrdéfilos, activacion de macréfagos, intervencion de células asesinas
naturales (NK), anticuerpos naturales y sistemas de complemento. Las
células reticulares de Langershans (LC) y queratinocitos fagocitan
particulas virales para digerirlas en endosomas y comenzar un proceso de
activacion, que incluye la presentacion en superficie de cadenas
polipeptidicas del antigeno junto con HLA clase I, CD40 y B7, y migracion
a los ganglios linfaticos locales (Matthews et al., 2003; Mota, Rayment,
Chong, Singer, & Chain, 1999). Las LC con HLA, moléculas estimuladoras
(CD80, CD86 y CD40) y citoquinas como 1L12 o IL 10 activan los LT
nativos y dirigen su diferenciacion hasta células efectoras (Niedergang et
al., 2004). La informacién adquirida por las células dendriticas (DC) dirige
la inmunidad mediada por LT ayudadores o citotoxicos, Thl o Th2 (Cho et
al., 2001; Kalinski, Hilkens, Wierenga, & Kapsenberg, 1999).

Por su lado las células NK inducen la apoptosis de las células infectadas
por VPH, mediante los activadores e inhibidores de los receptores de
muerte (KIR). La unién entre KIR y HLA regula la inmunidad mediada por
las células NK; en las células infectadas la expresion de HLA disminuye,
esto ocasiona la activacion de células NK y la citélisis (Hernandez et al.,
2006; Wang & Hildesheim, 2003) (llustracion 4).

Los Toll-like receptors (TLRs), desempefian un papel importante en la

inmunidad innata. La activacion de los TLR provoca un perfil de expresion

proinflamatorio que promueve la inmunidad innata. EI ADN de VPH de
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doble hebra es reconocido principalmente por TLR 9 y se inicia una
cascada de INF-a, INF-B, y INF-y1. Por otra parte los TLRs y los
interferones son el objetivo de las oncoproteinas de VPH que resulta en
un patron de expresion aberrante que contribuye a la persistencia del
virus y a su potencial cancerigeno (DeCarlo et al., 2012).

1.9.2 Citoquinas

La activacién del sistema inmune innato activa la producciéon de moléculas
co-estimuladoras como las interleuquinas (IL), interferones (IF), factor de
crecimiento transformante (TGF) y factor de necrosis tumoral (TNF), que
ejercen un control directo sobre las células infectadas (Chang & Laimins,
2000). Las alfa defensinas humanas 1, 3 y 5 (HD-1, HD-3 y HD5) son
capaces de inhibir a VPH in vitro (Doorbar, 2006). Los linfocitos T CD4+
maduran a linfocitos T ayudadores (Th), que dependiendo la via IL-12 o IL
2 e Interferon-y, se activara la produccion de linfocitos T CD8+ citotdxicos
especificos (CTL + 8) o de linfocitos B respectivamente, cuyo principal
objetivo es la produccion de anticuerpos contra la proteina de la capside
L1, aunque se han descrito anticuerpos débiles que van dirigidos contra
E2, E6, E7, y L290. La gran mayoria de estos anticuerpos son de clase
IgG1, una respuesta predecible contra antigenos virales; por otro lado se
dara la expresion de interluquinas del tipo IL4, IL5, IL6, IL10 (Gutierrez-

Xicotencatl et al., 2016), (llustracion 4).
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llustracién 2. Mecanismo de respuesta inmune contra la infeccién por Virus Papiloma
Humano (VPH).

Fuente: Rincén, Olga, et al. Virus papiloma humano, respuesta inmune y cancer cervical:
una relacién compleja. En: Revista colombiana de obstetricia y ginecologia. 2007. Vol.
58, no. 3, p. 202-212.

1.9.3 Inmunidad celular

Una vez las células presentadoras de antigeno (CPA) estan activadas,
son reconocidas por linfocitos T CD4" que seran activados, Unicamente, si
se reconocen todas las moléculas de superficie implicadas. Luego de la
activacion de estas células, los Linfocitos T y B reconocen las células
infectadas mediante HLA clase I. Los linfocitos T CD8" tienen la
capacidad de actuar frente a la invasion viral, las células B plasmaticas
produciran anticuerpos contra infecciones por HPV. Las células T

activadas al contacto con el Ag pueden controlar el reto inicial del virus,

33



pero estas mueren y se da una diferenciacion de células T de memoria las
cuales hacen parte de la respuesta inmune tardia. (Gutierrez-Xicotencatl
et al., 2016; Kalinski et al., 1999) (llustracion 4).

194 Inmunidad humoral

Los anticuerpos contra VPH son altamente especificos, especialmente
contra las proteinas de la capside que actian como particulas diana (L1 y
L2), pueden ser efectivos para prevenir la infeccion. Estos anticuerpos
especificos se detectan entre 4 meses y 5 afios después de la infeccion
primaria. En el caso de las proteinas tempranas, los anticuerpos
especificos para E7 aparecen solamente en el desarrollo de cancer
(Gissmann, Jochmus, Nindl, & Muller, 1993; Mora-Garcia & Monroy-
Garcia, 2015).

1.10 Vacunas

Hasta la fecha existen dos vacunas contra virus papiloma humano, una
tetravalente Gardasil (VPH6, 11, 18 y 16) y una bivalente Cervarix (VPH
18 y VPH 16). Estas vacunas permiten inmunizar al paciente contra estos
tipos de VPH, logrando asi la eliminacion de células infectadas (Duh &
Vandevijver, 2008; Partridge & Koutsky, 2006).

Gardasil® es una suspension inyectable en viales de dosis Unica de
0.5mL, compuesta por proteinas L1 en forma de particulas no infecciosas
similares al virus (VLPs), producidas por tecnologia de ADN recombinante
mediante el uso de un sistema de expresion que utiliza células derivadas
de Sacharomyces cerevisiae. Cada dosis de 0.5mL contiene 20ug de
proteina L1 de VPH-6, 40ug de proteina L1 de VPH-11, 40ug de proteina
L1 de VPH-16 y 20ug de proteina L1 de VPH-18 adsorbidas en un
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adyuvante compuesto de sulfato hidroxifosfato de aluminio amorfo

(Ansstasiou-Fotaki, Deligeoroglou, & Kreatsas, 2007).

Cervarix® es una suspension inyectable producto de tecnologia
recombinante que utilizan un sistema de expresion con células derivadas
de Trichoplusia ni. Cada dosis de 0.5mL est4d compuesta por 20ug de
proteina L1 de VPH-16 y 20ugde proteina L1 de VPH-18 en forma de
VLPs adsorbidas en el adyuvante llamado ASO4, el cual esta compuesto
por hidroxido de aluminio y monofosforil lipido A(Duh & Vandevijver,
2008).

1.11 Métodos de identificacion

La citologia, que se introdujo hace mas de 60 afios, ha demostrado ser
una herramienta util en la deteccion de lesiones precursoras de cancer de
cuello uterino. Como prueba de tamizaje, la citologia cervical es eficaz
para la deteccion de cambios neoplasicos cervicales. Sin embargo se ha
identificado que hay un alto porcentaje de falsos positivos, principalmente
en mujeres con hallazgo de ASCUS, ASCH, y LEIBG (Kitchener, Castle, &
Cox, 2006).

Considerando el papel crucial del VPH en el desarrollo del CC, se ha
evaluado la utilidad de su deteccion como test de tamizaje. Se ha
identificado una sensibilidad entre 66 y 100 % con una especificidad de 62
a 96 %. Presenta ventajas como el ser un método practico para regiones
de bajos recursos ya que permite la identificacion de mujeres en riesgo de
CC. Sin embargo, requiere una infraestructura mas sofisticada, como
también personal entrenado. A pesar de esto se presenta como un
método que podria utilizarse junto a la citologia asegurando un programa
de tamizaje simple, accesible, rapido y eficaz para detectar a mujeres en
riesgo de desarrollar cancer cervical principalmente en paises de medios

y escasos recursos (Berget, Olsen, & Poll, 1977).

35



Se han descrito y evaluado diferentes técnicas para la deteccion del VPH,
dentro de estas se menciona el uso de inmunofluorescencia e
inmunoquimica, ELISA, sin embargo, se enfrentan al problema de la baja
sensibilidad, especificidad y reproducibilidad (Coutlee et al., 2005).

En la actualidad, se han desarrollado técnicas de biologia molecular con
el fin de detectar e identificar el ADN viral. Una de ellas es la Captura
Hibrida Viral Il (HC-Il), que incluye un nidmero mayor de tipos de alto
riesgo y mejora los limites de deteccion de la técnica, ademas al ser
realizada junto con la citologia se tiene un mejor tamizaje de la paciente
infectada, sin embargo presenta una alta proporcion de falsos negativos y
hace reaccion cruzada con tipos virales de alto riesgo, con la consecuente

dificultad de identificar el tipo viral especifico (Ibeanu, 2011).

Una de las técnicas mas empleadas es la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR siglas en inglés de: Polimerase chain reaction) (Ifther &
Villa, 2003). Esta, es una técnica muy sensible y especifica que permite
identificar la presencia de ADN viral, incluso cuando hay bajos niumero de
copias en la muestra. Sin embargo presenta limitantes relacionadas con la
seleccion de los cebadores adecuados y la estandarizacion de los
protocolos. Dentro de la variedad de cebadores que se han desarrollado
para la identificacion de VPH, se encuentran GP5+/6+, que permiten
detectar baja cantidad de ADN de VPH (Remmerbach et al., 2004),
MYQ09/11 disefiado para detectar infeccion en la existencia de mdultiples
tipos virales (Qu et al., 1997) y pU1LM/2R el cual es especifico para varios
tipos de VPH de alto riesgo (Camargo et al., 2011; S. Soto-De Leon et al.,
2011; S. C. Soto-De Leon et al., 2009).
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1.12 Antecedentes

La gPCR, es una de las técnicas mas usadas y confiables para la
determinacién de carga viral (Iftner & Villa, 2003); permite la deteccién de
minimas cantidades de copias virales, con alta sensibilidad y especificad,
y como consecuencia, confiable deteccion (Moberg et al., 2003). La
identificacion de la carga viral para VPH se ha realizado en muestras de
mujeres con varios grados de lesion (Hudelist et al., 2004), con varios
tipos virales (Gravitt et al., 2007; Guo et al., 2007; Ramanakumar et al.,
2010), y con diferentes muestras (Coutlee, Mayrand, Roger, & Franco,
2009), entre otros. La gPCR provee la mejor medida de la carga viral de
los VPHs y permite investigar el papel de la carga viral de VPH en la
historia natural de la asociacion de VPH y carcinogénesis cervical
(Coutlee et al., 2005).

La determinacion de la carga viral, adquiere mayor importancia clinica
debido a que las terapias encaminadas a la eliminacién de las lesiones
provocadas por VPH estan asociadas con altas tasas de recurrencia. Con
el uso de la terapia antiviral, no es frecuente la recurrencia, se piensa que
esto se debe a una reduccion de la carga viral y a la estimulacion de la
inmunidad local gracias a la liberacion de antigenos virales lo que podria
permitir una inmunidad celular para todo el VPH residual. De esta manera
la cuantificacion de la carga viral permite visualizar la efectividad de los

tratamientos y asi desarrollar tratamientos antivirales mas efectivos.

Estudios previos, realizados en mujeres de diferentes regiones del mundo,
han demostrado una alta relacién entre la carga viral y la severidad de la
enfermedad. En un estudio transversal realizado en China, se encontro
una fuerte asociacién de carga viral alta en mujeres con Carcinoma In
Situ, con un OR de 68 (IC95% 17.8-259.7), asi, establece que una carga

viral alta podria predecir un riesgo futuro de desarrollar CC y plantea la
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posibilidad de emplear marcadores adicionales para identificar de manera

temprana a mujeres en riesgo (Wu et al., 2006).

En México, se realiz6 un estudio de casos y controles con hallazgos que
sugieren una relacion fuerte entre la cantidad de ADN viral y el estadio de
las lesiones cervicales. Encontraron un incremento de la carga viral
proporcional a estadios mas avanzados de las lesiones, con un OR de
365.8 (IC 95% 94.7-1412) con NIC 2-3, lo cual permite inferir una
asociacion dosis-respuesta, concluyendo que existe un mayor riesgo de
CC, al presentar infecciones persistentes con una alta carga viral
(Hernandez-Hernandez et al., 2003).

Los estudios realizados en China y México, han empleado como técnica
de cuantificacion la Captura Hibrida Viral 11 (HCIl), la cual hace una
evaluacion cualitativa de 13 tipos virales de alto riesgo, y no permite
establecer el tipo o tipos virales especificos infectantes (Coutlee et al.,
2005).

En estudios que han empleado la técnica de qPCR, se ha encontrado
gue el riesgo de desarrollar Carcinoma In Situ (CIS), es proporcional al
aumento en la carga viral del VPH-16 detectada por PCR en tiempo real,
reporta que mujeres con alta carga viral del VPH-16, tienen 30 y 60 veces
mas de riesgo de desarrollar CC y CIS, respectivamente. Identificando
ademas, una asociacion entre la infeccién persistente por VPH-16 y CIS,
evidencia que un 25% de mujeres menores de 25 afios, con infeccion y
alta carga viral, desarrollaban CIS luego de 15 afios. Consideraron que
mujeres en riesgo podrian identificarse realizando qPCR para la deteccién
de VPH, adicional a la citologia, y que ademas la cuantificacién del ADN
viral podria predecir el riesgo de cancer previo a la deteccion por métodos

de tamizacion actuales (Josefsson et al., 2000; Ylitalo et al., 2000).
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En Colombia, en un estudio de cohorte con 1.728 mujeres, fueron
seguidas durante 9 afios, se encontr6 que la persistencia de VPH-16
aporta mayor riesgo para el desarrollo de lesiones de alto grado, plante6
gue la carga viral es un determinante para la persistencia de la infeccién y
la eliminacién, ocurriendo ésta a los 5 afios sin cambio en el tipo viral
(Munoz et al., 2009).

En la presente investigacion se busco determinar la carga viral en mujeres
con lesién cervical mediante gPCR de dos tipos virales de alto riesgo,
previamente identificados como los de mayor prevalencia en Colombia,
con la finalidad de comparar la carga viral de los dos tipos de VPH de alto

riesgo con mayor prevalencia en nuestro pais.
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2. METODOLOGIA

2.1 Tipoy éareade estudio.

El presente es un estudio de tipo descriptivo transversal en el que se
determiné la prevalencia de infeccion y carga viral de Virus Papiloma
Humano de alto riesgo (tipo 16 y 18) en el que se evalud los factores
relacionados con la infeccion por VPH en muestras cervicales de una
poblacion femenina. Se seleccioné como area de muestreo los municipios
de Sincelejo, Toll y San Marcos en el departamento de Sucre (Figura 3).
Para la recepcion y toma de muestra se ubicaron los principales centros
de salud de cada municipio y se seleccionaron mujeres que presentaban
diagnostico citologico de LIEBG y ASCUS.

LS

Santiago de Tolu

San Marcos e

Figura 3. Ubicacién geografica de los municipios de Sincelejo, Toll y San Marcos,
departamento de Sucre- Colombia.
Fuente: http://www.elsevierimages.com/image/.htm
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2.2 Poblacién de estudio y tamafio de la muestra.

El tamafio de la muestra fue calculado a través del programa estadistico
Epi info 2000, asumiendo una significancia del 95%, una prevalencia de
infeccion por VPH estimada en mujeres de 49,2% (soto de le6n 2009), un
error de 5% y una poblacién conocida de 394.000, lo que estimé una
muestra de 384 mujeres; del tamafio de la poblaciébn mencionada, cuatro
se retiraron del estudio por estar limitadas al momento de proporcionar el
frotis cervical, ocho tenian histerectomia previa, ocho llenaron el
cuestionario epidemioldgico de forma inadecuada; asi, la muestra quedo
constituida por 364 mujeres distribuidas de manera estratificada de
acuerdo al tamafio de la poblacion de cada municipio, en total fueron
155 con diagnostico compatible con LEIBG y 209 con reporte de ASCUS.
Con el fin de determinar la prevalencia en el departamento de Sucre y
factores virales relacionados con el numero de copias de dos tipos de
VPH de alto riesgo (VPH 16-18), las muestras fueron colectadas durante
un periodo de doce meses comprendido entre mayo de 2012 y mayo de
2013. A todas las participantes se les realiz6 una encuesta que permitio
recopilar informacion sobre datos demograficos y comportamiento sexual,
asi como la presencia de anormalidad cervical, que permitié evaluar

factores asociados a la infeccion por VPH (ver Anexol).

2.3 Criterios de inclusién y exclusion
2.3.1 Criterios de inclusion

e Mujeres entre 13 y 65 afios, que aceptaron participar
voluntariamente en el estudio, y accedieron a la toma de muestra

cervical, previo diligenciamiento del consentimineto informado.

e Pacientes con diagndstico citolégico LEIBG y ASCUS .
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2.3.2 Criterios de exclusién

e Se excluyeron aquellas muestras cervicales en las que no se
obtuvo amplificacion del gen constitutivo B-globina mediante PCR

convencional (7 mujeres).

2.4  Aspectos éticos

Este estudio se realizd 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
consentimiento informado para el procesamiento de la muestra segun
dicta la Resolucion No. 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de

Colombia, Direccion de Desarrollo Cientifico y Tecnoldgico (Anexo 2).

2.5 Muestras biologicas

Las muestras biolégicas fueron obtenidas a partir del cérvix de las
pacientes en estudio, tomadas por personal profesional en el area de la
salud mediante exfoliacibn mecanica del cuello del Gtero con un citocepillo
vaginal (imagen 1), y se depositaron en microtubos estériles previamente
rotulados que contenia 1.5 ml de tampon fosfato salino PBS 1X para su
conservacion y transporte al laboratorio Investigaciones Biomédicas de la
Universidad de Sucre. Las muestras biolégicas fueron almacenadas a -

20° C hasta su uso.

Imagen 1. Exfoliacibn mecénica del cérvix con un citocepillo.
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2.6 Extraccion de ADN viral

El aislamiento del ADN viral a partir de las células exfoliadas del cérvix se
realiz6 mediante el uso del estuche de extraccion QIAamp® DNA Mini Kit
(QIAGEN, Germany) segun recomendaciones del fabricante. Previo a la
extraccion con el estuche se procedié a la agitacion de la muestra
mediante vortex por 1 minuto para desprender el material adherido a las
fibras del citocepillo, posteriormente se centrifugé a 8000 r.p.m. por 1
minuto, luego el citocepillo fue retirado con una pinza estéril y se repitioé el

proceso con el vortex por 1 minuto para homogenizar la muestra.

2.7 Valoraciéon de la calidad del ADN

La calidad de ADN de las muestras se evalué mediante la amplificacion
por PCR convencional del gen constitutivo de B-globina humana con dos
oligonucleétidos PC04 y GH20 que actuan como cebadores de 260 pb de
dicho gen con un tamafo de 260 pb (Tabla 1). La reaccién fue realizada
en un volumen final de 25 pl que contenia 5ul de ADN, PCR 1x, 0,2
MMANTPs, 2 mM MgCl, 0,2 uM de cada primer PCO4 y GH20, 1U de
Platinum® Taq DNA Polymerase. El perfil térmico utilizado para la
amplificacion fue: 94 °C x 3 min, 94°C x 1 min, 55 °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 2 % tefidos
con GelStar. Se utilizé como marcador de peso molecular ZR 100pb DNA

Marker y como control positivo, ADN extraido de sangre humana.

Cebador Longitud Posicion Secuencia (5'-3")
GH20 20 pb Forward GAAGAGCCAAGGACAGGTAC
PCO04 20 pb Reverse CAACTT CAT CCACGTTCACC

Tabla 1. Secuencias de cebador GH20/PC04 que flanquean una region de
aproximadamente 260pb del gen B-globina.
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2.8  Amplificacién por PCR del gen L1 de VPH

La deteccion del genoma viral se llevo a cabo en un termociclador para
PCR de punto final, para esto, se emplearon los cebadores consenso
MY09 y MY11 (Tabla 2), descritos por Resnick y colaboradores, estos
cebadores delimitan una region conservada de 450 pb del gen L1 que
codifica para la cépside viral. El volumen final de la reaccion fue de 25 pl
la cual contenia PCR buffer 1x, 0,2 mM dNTPs, 2 mM MgCI2, 0,2 uM de
cada primer MY09 y MY11, 1Ude Platinum® Taq ADN polimerasay 5ul de
ADN. El perfil térmico utilizado para la amplificacién 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 % tefidos con GelStar, y se
utilizé como marcador de peso molecular ZR 100pb DNA Marker. Se uso
como control negativo agua ultrapura y como control positivo ADN de VPH

(Papillomavirus type 16 y 18 Ca Ski cells).

Cebador Longitud Posicién Secuencia (5'-3")
MYO09 20 pb Forward CGT CCM ARR GGAWAC TGATC
MY11 20 pb Reverse GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG

Tabla 2. Secuencias de primers MY09/11, que flanquean una regién de 450pb de la
region L1 de la proteina mayor de la capside del virion de VPH.
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2.9 Cuantificacion de la carga viral de VPH16 y VPH18 por PCR
tiempo real

2.9.1 Elaboracion de la Curva Estandar para cada VPH

Se llevé a cabo la qPCR para conocer la carga viral absoluta de VPH tipo
16 y 18 presentes en cada una de las muestras y expresar los resultados
en copias/uL. La curva estandar fue obtenida de 5 diluciones seriadas
1/10 (10° a 10* copias), cada una por triplicado a partir de los controles
positivos Amplirun® Papillomavirus type 16 (Ca Ski cells) DNA control y
Amplirun® Papillomavirus type 18 (Hela cells) DNA control, que contienen

concentraciones conocidas.

Una vez construida la curva de calibracion para cada tipo viral, se analizo
cada muestra para la detecciéon y cuantificacion de VPH-16 y VPH-18. La
PCR en tiempo real fue realizada con el sistema de deteccion Spectrum
96 Real Time Thermal Cyclers. Se realizaron dos qPCR para cada
paciente, una para detectar VPH-16 y otra para VPH-18. Se llevé a cabo
la deteccion y cuantificacion en un total de 133 muestras con LEIBG y 178
mujeres con ASCUS que resultaron positivas para VPH por PCR
convencional.

Para ambos tipos virales, se realizaron reacciones de PCR empleando
sondas especificas tipo Escorpion Sc-16 y Sc-18 con el cebador reverso
GP5+ (Tabla 3). Las reacciones se desarrollaron en un volumen total de
10ul que incluia 1X FastStart Universal probe Master (Roche S.A), 0.2 uM
de cebador reverso GP5+, 0.2 uM de la sonda escorpion, 1ul ADN y agua
libre de ADN para completar el volumen final. Ademas, para descartar la
contaminacién con ADN, se incluyeron controles negativos con agua libre
de ADNasas (GIBCO).

Las condiciones térmicas consistieron de 100 ciclos de extension, e

incluyeron un paso inicial de denaturacién de 10 minutos a 95 °C, seguido
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de 100 ciclos de 1 seg a 96° C y 5 seg a 40°C y 1 seg a 72°C. El disefio
de los cebadores y el perfil térmico de la qPCR fue modificado a partir de
las condiciones descritas por Keithw Hart, et al., (Hart et al., 2001).

Cebador Longitud Posicién Secuencia (5'-3")

VPH16 Scl6 29pb forward 5'-FAMccgcggAGTACCTACGACATGGGcecgegg
MR-HEGGAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3'

5'-
VPH16 Scl18 29pb forward FAMccgcggcAGCAGTATAGCAGACATGgecgegg
MR-HEGGAAAAATAAACTGCAAATCATATTC -3'

GP5+ 23PB Reverse S-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3'

Tabla 3. Secuencias de cebadores y oligonucleétidos Escorpién genotipo especifico
utilizados en la PCR en tiempo real.

FAM = fluoréforo (6-carboxilfluoresceina) MR = Apagador de la fluorescencia (Rojo de
metilo) HEG = Bloqueador de PCR (etilen glicol)

2.9.2 Definiciones operativas

Carga viral absoluta de VPH-18: Numero de copias cuantificadas por PCR
en tiempo real.

Carga viral absoluta de VPH-16: Numero de copias cuantificadas por PCR
en tiempo real.

2.9.3 Categorizacion carga viral absoluta

Carga viral absoluta VPH-16 categorizada: negativa: < 0; baja: 0 <CV<

3.87 copias virales y alta: > 3.87 copias virales.

Carga viral absoluta VPH-18 categorizada: negativa: < 0; baja: 0 <CV<

3.02 copias virales y alta: > 3.02 copias virales.
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2.10 Andlisis estadistico

Se calcularon frecuencias y proporciones para el analisis de las variables
categoricas. El andlisis de Chi cuadrado (X?) fue utilizado para estimar la
posible asociacion entre las caracteristicas socio-demogréficas y
anormalidad citol6gica frente a la presencia de infeccion por HPV, se
considerd un valor de significancia de p<0,05. Finalmente, se realiz6 el
analisis de regresion logistica para determinar cual de las variables se

correlacioné con la infeccion por VPH.

Para determinar la distribucion de los datos en el caso de las variables
cuantitativas, se realizd la prueba de Shapiro Wilks, se obtuvo un
p<0.001. Se calcularon los valores de media, medianas y rangos
intercuartiles teniendo en cuenta la distribucion normal de los datos. Se
hizo un andlisis por Chi cuadrado (X? para comparar las variables

cuantitativas.

La distribucion de la carga viral de acuerdo a los resultados de citologia
se analizo con la prueba de Chi cuadrado para mirar la relacidon entre los
dos tipos de virus detectados y las lesiones que produce. Las cargas
virales absolutas fueron analizadas teniendo en cuenta el valor medio de
la medida de los triplicados, y se trasformaron en logl0 para facilitar la
interpretacion de los resultados. La carga viral absoluta de cada tipo viral

fue categorizada para mejorar la calidad de los analisis.
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3. RESULTADOS

En el estudio, 360 mujeres cumplieron con los criterios de inclusion, sin
embargo 7 de ellas fueron excluidas, debido a que no se logré amplificar
el gen constitutivo celular B-globina de las muestras cervicales obtenidas.
De esta manera la muestra qued6 constituida por 353 mujeres;
distribuidas en 148 con LIEBG y 205 con reporte de ASCUS. (llustracion
5).

360 Mujeres participantes
del estudio

B-globina (-)| Amplificacion del gen B-globina

MUJe.res por PCR convencional
excluidas

Deteccion VPH
PCR punto final

353 Mujeres

205 Mujeres con 148 Mujeres con
ASCUS LIEBG

llustracién 3. Diagrama de flujo de la muestra estudiada.
VPH: Virus Papiloma Humano; LEIBG: lesién escamosa intraepitelial de bajo grado;
ASCUS: Atipias en escamosas de significado indeterminado.
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3.1 Deteccion de Virus Papiloma Humano (VPH) en mujeres del
departamento de Sucre

Los productos de la amplificacién del genoma de VPH obtenidos mediante
PCR de punto final fueron visualizados en geles de agarosa al 2%. Se
observé que en 311 casos hubo presencia de la banda de 450pb que
corresponde al fragmento del gen que codifica la proteina L1 de la

nucleocapside del virus (Imagen 2).

Imagen 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2% para separar los productos del gen tal
amplificados por PCR con los cebadores MY09/11.

El fragmento amplificado tiene un tamafio de 450 pb y corresponde al gen L1 de la
capside viral. Los corridos del 2-5, 9-11 pertenecen a seis de las pacientes muestreadas,
carril 6, control negativo; carril 8, control positivo. Cada pozo corresponden a productos
de PCR amplificados. Control positivo (C+): AMPLIRUN® PAPILLOMAVIRUS TYPE 16
DNA CONTROL, control negativo (C-).
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Se obtuvo una prevalencia general de 88,1% de positividad para la
infeccién por VPH en la poblacion estudiada del departamento de Sucre
(Grafico 1).

88,1%

11,9%

VPH Positivo VPH Negativo

Gréfico 1. Porcentaje de casos positivos y negativos para VPH en el departamento de
Sucre.

3.2 Distribucion de VPH en los municipios de Sincelejo, Tolu y San

Marcos

Los porcentajes de infeccion para VPH en el area de estudio, fueron:
86.27% en Sincelejo, 87.61% en San Marcos y el 90.51% en Tolq,
aunque en el municipio de Tolu se observo un aumento en el porcentaje
de infeccion, no hubo diferencia estadistica entre la distribucion de la
frecuencia de infeccion viral en las mujeres de los diferentes municipios
(p: 0.5887) (Tabla 4).

° iti -value 0.5887
Municipio N° N® Positivos IC 95% P 5
(porcentaje) X?1.06
Sincelejo 124 107 (86,2) 78.67-91.58
Told 116 105 (90,5) 83.29-94.93
San
Marcos 113 99 (87,6) 79.76-92.81

Tabla 4. Porcentaje de infeccion por VPH segun el municipio estudiado.
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3.3 Frecuencia de VPH obtenida segun la lesion cervical

En las 311 (88.1%) muestras que amplificaron para algun tipo de VPH se
encontré una frecuencia de positividad de 89,8% en mujeres con LIEBG y
86,8% en mujeres con ASCUS. Al realizar las comparaciones, no se
observo diferencia estadistica entre los diferentes tipos de lesion cervical
(Tabla 5).

PCR N° de N° positivos  Insuficiente Cl 95% p-value 0.3847
casos (Porcentaje) B-globina
X% 0.76
LIEBG 205 133 (89.8%) 4 83.5-94.0%
ASCUS 148 178 (86.8%) 3 81.2-90.9 %

Tabla 5. Frecuencia de casos positivos en los diferentes tipos de lesion cervical.

Andlisis estadistico para establecer significancia, utilizando un intervalo de confianza (IC)
del 95%. LIEBG: Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado; ASCUS: Atipias en
células escamosas de significado incierto.

3.4 Evaluacion de posibles factores de riesgo asociados a la

infeccion por VPH.

Para analizar el porcentaje de infeccion por VPH y su asociacion con las
variables sociodemogréaficas y conducta sexual, se realizé un analisis
univariado. Como se muestra en la tabla 6, la edad, nUmero de parejas
sexuales y método de planificacibn mostraron diferencia estadistica
(Tabla 6). Lo que indica que estas variables se asociaron

significativamente con la infeccion por VPH (P<0.05).
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Variables N 5cR Pos % Cl 95% X? (p-value)
Municipio 0,5887
Sincelejo 124 107 86,29 0.786-0.915
San Marcos 113 99 87,61 0.797-0.928
Told 116 105 90,51 0.832-0.949
Edad 0,0194
17-28 110 94 85,45 0.771-0.912
29-40 135 127 94,07 0.882- 0.972
41-52 74 64 86,48 0.760-0.929
53-65 34 8 23,52 0.113-0.415
Estado Civil 0,6861
Soltero 147 127 86,39 0.795-0.912
Union libre 98 87 88,77 0.804-0.939
Casado 108 97 89,81 0.821-0.945
Escolaridad 0,3662
Alta 49 44 89,79 0.769-0.961
Media 133 113 84,96 0.774-0.903
Baja 171 154 90,05 0.843-0.939
Partos 0,928
NP1 117 102 87,17 0.794-0.924
NP2 98 87 88,77 0.804-0.939
NP3m3 138 122 88,4 0.815-0.930
Edad 1a Rel.
Sexual 0,4158
rs13-16 94 80 85,1 0.759-0.913
rs17-20 176 155 88,0633  0.821-0.922
rsm20 83 76 91,56 0.828-0.962
No. Parejas
Sexuales 0,0465
P1 184 160 86,95 0.810-0.913
P2 117 109 93,16 0.865-0.967
P3m3 52 42 80,76 0.670-0.899
Método de
Planificacion 0,0215
Hormonal 103 86 83,49 0.746-0.898
Preservativo 180 167 92,77 0.877-0.959
Ninguno 70 58 82,85 0.715-0.904
Lesion Cervical 0,3847
LEIBG 148 133 89,86 0.835-0.940
ASCUS 205 178 86,82 0.812-0.909

Tabla 6. Andlisis univariado de factores relacionados al riego de infeccién por VPH.

VPH: Virus Papiloma Humano; LEIBG: lesion escamosa intraepitelial de bajo grado;
ASCUS: Atipias en células escamosas de significado incierto; PCR: reaccion en cadena
de la polimerasa; IC: intervalo de confianza; X* Chi cuadrado.
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Por regresion logistica se encontré6 que la edad entre 41-52 afios (p =
0.014), haber tenido mas de tres compafieros sexuales (p = 0.016) y
utilizacion de anticonceptivos orales (p = 0.038) se correlacioné con la
infeccion por VPH (Tabla 7).

IC 95%

Factor B SE Wald P-Value Exp (B) Min Max
Edad
41-52 1,404 0,574 5,992 0,014 4,073 1,323 12,54
No.
Comparneros
Sexuales
>3 1,261 0,521 5,856 0,016 3,631 1,271 9,808
Método de
planificacion
Hormonal 0,916 0,441 4,304 0,038 2,499 1,052 5,938

Tabla 7. Andlisis de regresion logistica de los factores asociados al riesgo de infeccién
por Virus Papiloma Humano.

B. Coeficiente de regression parcial; Wald, Wald x2 test; Exp (B), exponenciacion del
coeficiente B; Cl, intervalo de confianza.

3.5 Deteccion y cuantificacion de VPH 16 y 18 mediante PCR

tiempo real

Las 311 muestras positivas para algun tipo de VPH obtenidas por PCR
convencional fueron seleccionadas para la deteccion y cuantificacion de
VPH de alto riesgo tipo 16 y 18 mediante qPCR. Se observo que el 72,3%

(n=225) de los casos fueron positivos (gréafico 2).

27,7% ‘

T

Positivo

72,3% Negativo

Grafico 2. Porcentaje de VPH de alto riesgo detectados por PCR tiempo real.
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La frecuencia del tipo de VPH mostré que el VPH-18 fue el genotipo més
frecuente con 117 casos (37,6%), seguido por el VPH-16 con 108 casos
(34,7%) (Gréfico 3); sin embargo, no hubo diferencia estadistica al realizar
el andlisis chi cuadrado.

120 -

100 +

80 -

60 -

Frecuencia

40 -

20 - N

VPH16 VPH18
Genotipo VPH

Gréfico 3. Frecuencia de genotipos VPH16 y VPH18.

3.6 Distribucion de VPH de alto riesgo de acuerdo al municipio de

estudio.

Al analizar las infecciones por tipo de VPH 16 y 18 y el sitio de origen de
las mujeres, no se encontré diferencia estadistica; como se muestra en el
grafico 4 para los municipios de Sincelejo, Told y San Marcos, los
porcentajes de 30,3%, 40,2%, y 33,3% correspondieron a VPH16
p=0.3957 y un 34,3% 39,2 y 38,1 correspondieron a VPH18 p=0.7042

respectivamente (Grafico 4).

54



®VPH16 = VPH18

40,2% 39,2% 38,1%

33,3%

34,3%

30,3%

San Marcos Tolu Sincelegjo

Gréfico 4. Distribucion de VPH de alto riesgo (Tipo 16 y 18) en los tres municipios.
VPH: Virus Papiloma Humano

3.7 Frecuenciade VPH 16 y 18 segun la lesion cervical.

Las distribucién de genotipos de VPH 16-18 segun el tipo de lesion
cervical, mostré que el VPH-18 fue el genotipo viral mas frecuente en los
dos tipos de lesiones, 42,1% en mujeres con LEIBG (56 casos) y 34,3%
en mujeres con ASCUS (61 casos), seguido por el VPH-16, 39,1% en
mujeres con LEIBG (52 casos) y 31,4% en mujeres con ASCUS (56
casos) (Grafico 5). No obstante, no hubo diferencia estadistica en la
distribucion viral, con esto se considera que la diversidad viral en las dos
anormalidades citologicas es similar, adn con la variacion en las

frecuencias de casos para los distintos tipos identificados.
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Grafico 5. Distribucion de genotipos VPH16 y VPH18 en LEIBG y ASCUS.
VPH: Virus Papiloma Humano; LEIBG: Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado;
ASCUS: Atipias en células escamosas de significado incierto.

3.8 Distribucion de los tipos de VPH segun la carga viral absoluta

en lesiones cervicales

Lo titulos virales en mujeres con LEIBG infectadas con VPH-16 presento
una mayor proporcion de infecciones con una carga viral alta (78,8%),
mientras que en mujeres con el mismo tipo de lesion infectadas por VPH-
18 se encontr6 una carga viral alta en el 51,7% de las muestras; en
contraste, en mujeres con ASCUS, se observd una alta frecuencia de
mujeres con carga viral baja para ambos genotipos virales (Tabla 8). No
se observo diferencia estadistica de la distribucion de la carga viral entre
el genotipo viral y el tipo de lesion cervical; sin embargo, el andlisis mostro
diferencia entre el nimero de copias virales y el genotipo VPH-16 y VPH-
18 (p=0.03).

Mujeres con LEIBG (n=) Mujeres con ASCUS (n=)

Baja Alta Baja Alta
Tipo n % Negativa carga carga Negativa carga carga 4] o]
VPH viral viral viral viral valor valor

n % n % n % n % n % n %
VPH-16 108 347 0 0 11211 41 788 9 16,0 44 785 3 05 0,08
VPH-18 117 376 4 0,7 23411 29 51,7 9 14,7 32 524 20 327 0,33

0,03

Tabla 8. Distribucion tipo especifica de la carga viral absoluta categorizada.
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En la grafica 6, se observa la distribucion de la carga viral absoluta de
cada tipo viral representado por los valores de la mediana y rango
intercuartiles, después de transformacion logaritmica de los datos. Cabe
resaltar que el tipo viral con mayor carga absoluta, fue VPH-16, con
mediana de 3.41 copias virales y media de 1.48 copias virales (p=0,03,
Tabla 8).

10+

1

Log carga viral absolutal/{copias virales VPH)

o —_—

VPHI6 VPHIE
T.VIRUS

Gréfico 6. Distribucion de la carga viral absoluta para VPH16 y VPH18.

La linea discontinua indica la mediana, la caja representa el rango intercuartil (RIC). Los
bigotes que se extienden de las cajas son los limites superior e inferior. Se observaron
diferencias estadisticas en cuanto a distribucion de la carga de ADN de acuerdo al tipo
de VPH (p=0.03). Abreviaciones: VPH: Virus Papiloma Humano.

No se observaron diferencias estadisticas en la distribucién de la carga
viral absoluta para cada tipo de VPH-AR evaluado segun el tipo de lesion
cervical; aunque, en mujeres con LEIBG la carga viral absoluta fue mayor
para ambos tipos virales, con mediana para VPH-16 de 3.41 copias

virales, VPH-18 de 2.69 copias virales (Gréfica 7).
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Gréfico 7. Distribucion de la carga viral absoluta para VPH16 y VPH18 en LEIBG y
ASCUS.

La linea discontinua indica la mediana, la caja representa el rango intercuartil (RIC). Los
bigotes que se extienden de las cajas son los limites superior e inferior. No se
observaron diferencias en cuanto a distribucién de la carga de ADN de cada tipo de VPH
entre los tipos de lesiéon cervical. VPH: Virus Papiloma Humano; LEIBG: Lesién
escamosa intraepitelial de bajo grado; ASCUS: Atipias en células escamosa de
significado incierto.
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4. DISCUSION

El Cancer Cervical es una neoplasia maligna con progresion natural hacia
la muerte. Los estudios realizados han mostrado que la mayoria de estos
tumores tienen una progresion gradual y sus lesiones precursoras pueden
mantenerse en fase reversible o in situ por varios afios en la mayoria de

las pacientes (Franco, 1991).

La gPCR es una técnica de alta sensibilidad y especificidad, que facilita la
deteccidn y cuantificacién de un bajo niumero de copias de ADN viral y fue
un método acertado y adecuado para evaluar la relacion de la carga
segun el tipo viral en lesiones cervicales (Andersson et al., 2005; Moberg
et al., 2003; Schmitt et al., 2013). Esta investigacion, empleando la técnica
de PCR punto final y PCR tiempo real, permitié determinar la frecuencia
de infeccion de VPH en los municipios de Sincelejo, Tolu y San Marcos y
la cuantificacion de la carga viral de los tipos oncogénicos mas frecuentes
en nuestro pais (VPH 16 y 18) (Camargo et al., 2011).

En este estudio, se encontré una prevalencia general de infeccion por
VPH de 88,1% para los municipios de Sincelejo, Tolu y San Marcos, en el
departamento de Sucre, ésta esta entre las mas altas reportadas para las
distintas regiones del pais (Molano, Posso, et al., 2002; Molano, van den
Brule, et al., 2002; Sierra-Torres, Acosta-Aragon, & Orejuela-Aristizabal,
2006; S. C. Soto-De Leon et al., 2009), en estos estudios han encontrado
tasas de prevalencia de infeccién viral que van desde 14,8% a 49,5%,
dependiendo del grado de lesién analizado. Adicionalmente, al comparar
la presencia de infeccién viral en las mujeres que presentaron un
diagnostico citologico de LEIBG y aquellas con reporte de ASCUS,
mostraron una alta tasa de prevalencia de infeccion con VPH 16 y 18 con
valores de 89,8% y 86,8% respectivamente. El elevado porcentaje de
muestras cervicales VPH positivas encontradas en nuestro estudio puede

deberse a la naturaleza de estas infecciones, por ser el virus papiloma

59



humano el agente etiologico para el desarrollo de lesiones cervicales
(Trottier & Burchell, 2009). Las diferencias de infecciébn aqui encontradas,
respecto a las reportadas en el pais, podria sugerir alta frecuencia de
portadoras asintomaticas de VPH en el los municipios de Sincelejo, Tola y
San Marcos-Sucre, e indicar que existe una subestimaciéon de casos de
infeccion por la baja sensibilidad y especificidad de la interpretacion de la
citologia exfoliativa, principalmente en mujeres con ASCUS, sumado a
gue existen notables variaciones en la sensibilidad de las pruebas de los
programas de tamizaje para la poblaciébn en esta region del pais (F.
Garcia et al., 2003). Las frecuencias encontradas, sugiere que el método
de diagnéstico utilizado y las caracteristicas de la poblacion evaluada,
tienen una influencia directa en el nivel de deteccion de la infeccion viral
(Qu et al., 1997; Sierra-Torres, Arboleda-Moreno, & Orejuela-Aristizabal,
2006).

En esta investigacion, las mujeres en edad de 41-52 afios, se correlaciono
con la infeccién por VPH, se postula como posibles razones para esta
tendencia, la reactivacion de infecciones previas no detectadas, el numero

de comparieros sexuales, mayor tiempo de exposicion (G. Garcia, 1970).

Al respecto en nuestra poblacion las pacientes con mas de 3 parejas
presentaron una prevalencia de VPH 80,7%. El mayor nimero de parejas
sexuales ha sido reportado como un factor asociado al riesgo de infeccién
por VPH. Segun Almonte et &l., 2011, a mayor numero de parejas
sexuales mayor es el riesgo de contraer VPH, menciona que
aproximadamente el 20% de mujeres con una sola pareja sexual tenia
infeccion por VPH, mientras que en aquellas mujeres que habian tenido
10 o méas parejas sexuales la prevalencia de VPH ascendia a un 69%
(Almonte et al., 2011; Castellsague, 2008).
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En nuestro estudio el uso de anticonceptivos hormonales se correlaciond
significativamente (p=0.038) con la relacién de infeccién por VPH y la
presencia de alteraciones citoldgicas. Se ha sugerido que los
anticonceptivos hormonales favorecen la replicacion viral se debe a que
en la region larga de control del genoma del virus, ademas de los factores
de transcripcion viral, éstos se unen factores celulares (estimulando o
suprimiendo la actividad de genes virales), de los cuales al menos tres
han sido caracterizados como elementos de respuesta a glucocorticoides
(GRE), corresponde a uno de estos la progesterona (consumida en forma
de anticonceptivo oral), la cual, al ser reconocida por receptores en LCR,
promueve el aumento de la transcripcion de los genes E6 y E7
(Castellsague, 2008; Ghanem et al., 2011).

Teniendo en cuenta esta problematica a todas las mujeres participantes
de este estudio se les dio a conocer sus resultados y la importancia de un
tratamiento oportuno dado que las mujeres diagnosticadas
tempranamente y tratadas adecuadamente, tienen casi un 100% de
posibilidades de recuperacion total. Asi mismo, se le informo a los centros
de salud, con el fin de que estos resultados ayuden a orientar las
acciones de salud publica hacia procedimientos apropiados para la
prevencion de lesiones precancerosas y cancer cervical en estas

participantes y en la poblacién general de los tres municipios.

Respecto a la frecuencia viral tipo-especifica, es importante resaltar la
elevada frecuencia de VPH-16 y VPH-18, identificados en la poblacion
estudiada (34,7% y 37,6% respectivamente). Estos dos genotipos se
clasifican dentro de los VPH-AR mas frecuentes alrededor del mundo,
tanto en mujeres con lesién cervical como en mujeres asintomaticas
(Castellsague, 2008; Insinga, Dasbach, Elbasha, Liaw, & Barr, 2007). Asi
mismo, han sido documentados como responsables del 70% de los casos
de CC, sugiriere una alerta para el departamento de Sucre por el posible

riesgo de aumento de casos de lesiones de alto grado debido a los
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porcentajes encontrados. Aunque la frecuencia del VPH-18 fue
ligeramente mayor a la observada para VPH-16, no hubo diferencia entre
estos tipos virales evaluados. Se ha sugerido que los genotipos de VPH
reportados en diferentes regiones pueden variar en tipo e incidencia
relativa, principalmente en mujeres con hallazgo citolégico LEIBG y
ASCUS (Humans, 2007; Parkin & Bray, 2006)

Las cargas virales absolutas categorizadas, fueron mas altas en las
mujeres con lesién LEIBG en comparacion con mujeres que presentaron
ASCUS (aunque la relacion no fue estadistica. Estos resultados pueden
estar relacionados con el tipo grado de lesion cervical, ya que en nuestra
investigacion se incluyd mujeres con alteracion citolégica leve, mientras
gue en que aquellos estudios que muestran asociacion, incluyen muestras
de diferentes grados de anormalidad de la enfermedad (LIEBG, LIEAG y
CC), por lo que estos autores publican que a medida que el grado de
lesion es mas avanzado, mayor es el nimero de copias virales. De
acuerdo a las observaciones de Schmitz et al (Schmitz et al., 2009) y van
Duin et al (van Duin et al.,, 2002), la carga viral de VPH difiere
significativamente en mujeres con informes citolégicos normales y

anormales; asi mismo.

Nuestros resultados demuestran que la distribucion de carga viral
absoluta del VPH-16 es mas alta en comparacion con la carga viral
obtenida para VPH-18. Algunos estudios indican que el aumento de la
carga viral de VPH 16 en frotis cervical aumenta el riesgo de cancer de
cuello uterino invasivo, lo anterior es consistente con estudios previos que
han descrito el efecto de la carga viral en el desarrollo de CC (Al-Awadhi
et al., 2013; Lum & Le Marchand, 1998). El VPH 16 muestra un riesgo
generalmente superior para el desarrollo del cancer cervical invasivo
sobre las categorias de carga viral que el VPH 18. Curiosamente, HPV 16
podria ser capaz de inducir la transformaciéon maligna sin integracién al

genoma de la célula en contraste con HPV 18, HPV 31 y HPV 35, que
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siempre parecen estar presentes en un estado fisico integrado en
lesiones malignas (Badaracco et al., 2002; Hudelist et al., 2004; Pirami,
Giache, & Becciolini, 1997). Esto indica que los factores adicionales a la
integracion pueden ser importantes para la transformacién maligna. Son
necesarios estudios longitudinales que incluyen tanto el estado fisico y la
carga del virus con el fin de determinar su importancia relativa para el

desarrollo de cancer de cuello uterino.

Por otra parte, diversos estudios sugieren que el ADN del VPH-18 es
aproximadamente de 10 a 50 veces mas eficiente que el ADN del VPH-16
en la inmortalizacion de células epiteliales y lo hace mas agresivo
(Barbosa & Schlegel, 1989). Otros investigadores reportan que el HPV-18
puede estar asociado a una forma mas agresiva de Cancer Cervical que
otros tipos de VPHs. O bien se reporta que el ADN del VPH-18 fue 5
veces mas eficiente que el ADN del VPH-16 para la transformacion de
gueratinocitos in vitro (Romanczuk, Villa, Schlegel, & Howley, 1991).
Inclusive un estudio sugiere que la expresion de proteinas virales
tempranas que incluye los oncogenes pueden ser directamente de un
segundo promotor, localizado dentro del LCR del VPH-18 (Schlegel,
Phelps, Zhang, & Barbosa, 1988). O que el VPH-18 puede estar asociado
con el desarrollo de la progresion hacia Cancer Cervicouterino mas
rapidamente. Lo anterior puede ser debido a que la LCR, principal
promotor de E6 y E7 de VPH-18 es mas potente que el de VPH-16 (Villa &
Schlegel, 1991). Al tener el VPH-18 un promotor mas potente, esto podria
explicar el por qué una infeccidon con baja carga viral del VPH-18 podria
ser suficiente para alterar al epitelio cervical y provocar una LIEBG con
una menor carga viral que el VPH-16. Sitla que diferentes mecanismos
son utilizados por estos virus para el desarrollo de lesiones y Cancer

Cervical.

No se evidencid relacion entre la carga viral de un genotipo especifico y la

frecuencia de lesiones cervicales, La mayoria de los estudios para VPH-
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16, han encontrado que la carga viral aumenta en relacion al grado de
severidad de las lesiones cervicales (Das, Bhattacharjee, Sen,
Mukhopadhyay, & Sengupta, 2010; Saunier et al., 2008), sin embargo,
deben realizarse estudios posteriores donde se incluyan diferentes grados
de alteracidn citolégica, para confirmar esta hipétesis. La cantidad de ADN
de VPH parece predecir el riesgo de desarrollar carcinoma cervical antes
gue las alteraciones histologicas sean visibles, y ciertamente mucho antes
de la aparicion de tumores (Saunier et al., 2008).

En la literatura se encuentran puntos de corte diferentes al categorizar la
carga viral, esto depende de la técnica empleada para la cuantificacion
(PCR en tiempo real, Captura Hibrida Il (HCII) (Hernandez-Hernandez et
al., 2003) y de la distribucion del virus en la poblacion evaluada
(Josefsson et al., 2000; Moberg, Gustavsson, & Gyllensten, 2004).
Teniendo en cuenta lo anterior, en nuestro estudio, con el fin de asegurar
la calidad de los analisis, la carga viral fue categorizada de acuerdo a la
distribucion percentil, y dejando como punto de corte entre cargas bajas y

altas la media de los datos.

La importancia de este trabajo radica en que es el primer estudio para el
departamento de Sucre donde se incluyeron mujeres con LEIBG y
ASCUS, para evaluar la relacién entre la carga viral y dos tipos de virus

de alto riesgo en lesiones cervicales.
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5. CONCLUSIONES

En los municipios de Sincelejo, Tol y San Marcos-Sucre, se presento un
alto porcentaje de infeccion por VPH en mujeres con LEIBG y ASCUS.

En los municipios estudiados las mujeres con LEIBG y ASCUS tienen la
misma posibilidad de estar infectadas con VPH 16 y 18.

La alta frecuencia de infeccion por Virus Papiloma Humano tipo 16 y 18,
considerados de alto riesgo para el desarrollo de lesiones cervicales y
Cancer Cervical, sugiere la posibilidad de aumento de esta patologia si no

se tratan a tiempo.

La distribucion de la carga viral en este estudio fue tipo-especifica,

independiente al grado de lesion cervical.

La edad, nuamero de parejas sexuales y uso de anticonceptivos
hormonales, son factores que en este estudio se asocian a la infeccion

por Virus Papiloma Humano.
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RECOMENDACIONES

Llevar a cabo estudios de cuantificacion que incluyan otros tipos virales
de alto riesgo y pacientes con diferentes lesiones cervicales para
confirmar los resultados de este estudio.

Realizar campafias de control y prevencion de la infeccion por VPH con la
finalidad de dar a conocer a la poblacién en general sobre el riesgo de
adquirir el VPH 16 y 18 incluso en anormalidad ASCUS.

Realizar un seguimiento a las participantes del estudio para determinar la
persistencia o resolucion de la infeccion.
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Anexos

Anexo 1. Declaracién de consentimiento informado

Declaracion de Consentimiento Informado

Proyecto: Determinacion de la Carga Viral del Virus Papiloma Humano (VPH) y su
Relacion Con Diferentes Factores de Riesgo en el Departamento de Sucre

Si usted autoriza su participacion en este estudio, por favor complete los siguientss datos
y conserve una copia de este documento.

Yo,

Nombre compieto de la persona que entrega el consentimiento declaro que se me han
leido y explicado detalladamente los objetivos, los procedimientos y todos los aspectos
relacionados con este estudio y que tuve la posibilidad de hacer preguntas para aclarar
mis dudas.

Acepto voluntariamente mi participacion en el estudio y s& que estoy en libertad de
retirarme cuando lo desee,

Firma de la persona que entrega el consentimiento

Cédula de Ciudadania No.

Fecha: Dia ( ) Mes ( ) Afo ( )

Nombre completo del profesional que obtuvo el consentimiento

Firma del profesional que obtuvo el consentimiento

Cedula de Ciudadania No.

Fecha: Dia ( ) Mes ( ) Affo ( )
Testigo 1 Testigo 2

Nombre: Nombre:
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Anexo 2. Encuesta Epidemioldgica

Proyecto: Determinacion de la Carga Viral de Virus Papiloma Humano (tipos 16
y 18) mediante PCR tiempo real en mujeres con lesion cervical del
departamento de Sucre

Encuesta Epidemioclogica: Caracteristicas sociodemograficas y
Comportamiento Sexual de las mujeres participantes en el estudio.

NUMERO DE REGISTRO

FECHA DE DILIGENCIAMIENTO DIA MES ANO

I. Nombre de |a participante:

Il. Edad:

IV. Estado Civil: Soltera () Casada () Unién Libre ()
W_ Direccidn: V1. Municipio:
WII. Teléfono:

Wil Infeccion por VPH:
()sl Cual ?
(Y NO

XI. Factores de riesgo
Escolaridad

( ) Analfabeta
( ) Primaria

() Secundaria
() Técnica

( ) Profesional

X_ Edad inici6 relaciones sexuales?

XI. Nimero de parejas sexuales (en toda su vida)
()Una

() Dos

() Tres o Mas de tres

X, Antecedentes Obstétricos:
() Un pario

{ } Dos partos
( ) Tres o mas partos

XIV. Método de planificacidn
Hormonal { ) Preservativo { ) Ninguno { ).
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