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ADN LIBRE PLASMATICO COMO MARCADOR MOLECULAR EN
LESIONES PRE- NEOPLASICAS DE CUELLO UTERINO Y SU AS OCIACION
CON VPH.

Introduccion: La concentracion de ADN libre en plasma ha sido investigada
como un biomarcador tumoral en diferentes tipos de cancer. Sin embargo, son
pocos los estudios que evalian la concentracién ADN libre en pacientes con
cancer cervical y hasta la fecha no hay estudios en pacientes con lesiones pre-
cancerosas cervicales.

Objetivo : Establecer la asociacion entre la concentracion de ADN libre y el
grado de la neoplasia cervical y evaluar su posible asociacién con el tipo viral.
Metodologia: Estudio de prevalencia de tipo analitico con un muestreo no
probabilistico. Se cuantifico el ADN libre en plasma por PCR en tiempo real de
92 pacientes que presentaban algun tipo de lesion intraepitelial cervical,
confirmado por biopsia en diferentes instituciones de la ciudad de Bogota.
Adicional a esto se realizo la genotipificacion del virus por Reverse Line Blot.
Resultados: La concentraciéon de ADN libre en plasma de pacientes con
lesiones pre-cancerosas fue 4515 + 16402 ng/ pl (media £ DS), LIEBG fue de
5188.7 £ 14876.5 ng/ pl (media = DS), en pacientes con LIEAG fue de 830.3
1515.508 ng/ pl (media + DS), en pacientes con resultado negativo fue de
7024.7 £ 24107.5 ng/ pl (media + DS). Los serotipos encontrados en la
poblacion de estudio no presentaron asociacion con la concentracion de ADN
libre.

Discusién: Los resultados demostraron que la concentracién absoluta de ADN
libre en plasma no tiene un valor predictivo para diferenciar los tipos de lesion
pre-neoplasica de cuello uterino, puesto que no se encontraron diferencias
significativas en la concentracién de ADN libre en plasma de las diferentes
etapas progresivas de cancer de cuello uterino (p;0.57, gl;3 alfa 0.05) de la
misma forma el serotipo no contribuye a explicar la concentracion de ADN libre.

Palabras clave : ADN libre, cuello uterino, Marcador molecular, neoplasias

intraepiteliales, Plasma.



CELL FREE DNA AS A MOLECULAR MARKER IN PATIENTS WIT H
PRENEOPLASIC LESIONS OF THE CERVIX AND THEIR ASSOC IATION
WITH HPV.

Introduction: The concentration of cell free DNA in plasmahas been
investigated as a tumor biomarker in several cancers. However, few studies
evaluating the concentration cell free DNA in cervical cancer patients and to

date no studies in patients with pre-cancerous cervical lesions.

Objective: Establish the association between the concentration of cell free DNA
and the degree of cervical neoplasia and evaluate their possible association

with viral type.

Methodology: This is an Analytical prevalence study with a non-probability
sampling. The cell free DNA was quantified in plasma by real-time PCR of
92 patients who had some cervical intraepithelial lesion, confirmed by biopsy in
different institutions of Bogotda. In addition to this was performed genotyping of

virus by Reverse LineBlot .

Results: The concentration of Cell free DNA in patients with pre-cancerous
lesions was 4515 + 16402 ng / pl (mean £ SD), LSIL was 5188.7 + 14876.5
ng/ pl (mean £ SD), in patients with HSIL was 830.3 £ 1515,508 ng / L (mean *
SD), in patients with negative results was 7024.7 + 24107.5ng/ L (mean %
SD). The serotypes found in the study population showed no association with

the Cell free DNA concentration.

DISCUSSION: The results showed that the absolute concentration of Cell free
DNA inplasmahas no predictive valueto differentiate the types of pre-
neoplastic lesions of the cervix, since no significant differences in the
concentration of free DNA in plasma of different progressive stages of cervical
cancer (p, 0.57, gl, 3 alpha 0.05) in the same way serotype does not contribute

to explain the concentration of free DNA.

Keywords: free DNA, cervix, molecular marker, intraepithelial neoplasias,

Plasma.



1. INTRODUCCION.

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

El cancer de cuello uterino, es la segunda causa més frecuente de cancer en
mujeres, representando el 11,6% de todos los canceres y es una de las causas
més comunes de muerte por cancer en mujeres. En Colombia,
aproximadamente se diagnostican 5603 casos nuevos anuales, con una
incidencia del 26,1 por cada 100.000 habitantes. Se ha demostrado que el
cancer cervical es un proceso progresivo, que comienza con lesiones
escamosas no invasivas que pueden avanzar a lesiones escamosas
intraepiteliales de bajo y alto grado; en algunos casos, las lesiones mas
displasicas progresan hasta alcanzar un carcinoma invasivo. No obstante, aun
no se sabe con exactitud qué lesiones progresan, ni tampoco los mecanismos

de la progresion tumoral en este tipo de tumor.

A pesar de los avances recientes a la fecha no se ha encontrado un marcador
molecular que esté significativamente asociado con la progresion de esta
enfermedad. Se ha propuesto una serie de marcadores genéticos en cancer
cervical, sin embargo no han sido evaluados en lesiones pre-neoplasicas
cervicales como es el caso del incremento del ADN libre, el cual tiene un
potencial clinico como marcador pronostico tumoral. Varios estudios muestran
la potencial aplicacién del ADN libre como marcador molecular en muchos
tumores incluyendo, céncer gastrointestinal, de seno, pulmoén, cabeza/cuello,
urologico, ginecolégico y de piel. Aunque esté lo podemos encontrar en
condiciones normales a muy bajas concentraciones principalmente en suero o
plasma, estas concentraciones pueden verse alteradas por la alta tasa de
recambio celular ya sea por procesos apoptoticos o necréticos presentes en el

cancer.



1.2. JUSTIFICACION

La organizacion panamericana de la salud ha reconocido la importancia de
desarrollar programas rentables de prevencion de cancer de cuello uterino, que
gue incluyan examenes de deteccion tratamiento y seguimiento, lo que

ayudaria a disminuir el numero de muertes por esta causa.

En colombia, la poca efectividad de las acciones preventivas y las exigencias
para los programas de citologia han llevado a la necesaria discusion sobre la

busqueda de nuevas alternativas para el control del cancer de cuello uterino.

La evidencia de la importancia de generar nuevas alternativas para el control
del cancer de cuello uterino, se denotan en los datos mas recientes del instituto
nacional de cancerologia que indican lo siguiente: de cada cien mujeres
colombianas, mas de 2 mujeres padeceran de este cancer antes de llegar a los
65 afios de edad, ademas cerca de 2000 mujeres pierden la vida cada afio a

causa de esta enfermedad.

Los logros alcanzados por los programas de citologia en la reduccién de las
tasas de cancer de cuello uterino deben yuxtaponerse al incremento progresivo
de las tasas de céncer cervical y de la mortalidad atribuible al cancer. Por lo
tanto es importante reconocer las limitaciones de los programas de citologia,
los cuales probablemente han alcanzado ya su impacto méximo en la
prevencion global de cancer de cuello uterino. En primer lugar la citologia tiene
una sensibilidad limitada en la detecciébn de lesiones pre-cancerosas y
canceres tratables. En segundo lugar, destacar que la citologia requiere de la
existencia de una importante mano de obra y, hasta la fecha, no ha respondido
bien al cribado automatizado de alto volumen. En tercer lugar, a pesar del bajo
costo de los insumos el programa con citologias de alta calidad requiere una
alta inversion de manera que la citologia puede no ser la mejor opcion, en
términos de relacion de costo-eficacia. Por lo tanto resulta interesante
desarrollar multiples modalidades viables para la prevencién del cancer de

cuello uterino, incluyendo métodos que tengan el potencial de alcanzar



resultados de cribado similares o mejores a los que ofrece la citologia por si
sola pero que también satisfagan las necesidades tales como el bajo costo y un

menor nimero de intervenciones.

Puesto que el seguimiento de estas lesiones pre cancerosas con fines
investigativos es éticamente cuestionable, resulta necesario el desarrollo de
otro tipo de investigacion, tales como estudios de evaluacion y deteccion de
marcadores moleculares tumorales que ofrezcan resultados fiables en el
pronostico de lesiones pre-cancerosas y cancer cervical, es por eso que en
este estudio se quiso evaluar al ADN libre en plasma como un marcador
molecular de lesiones intraepiteliales de cuello uterino. Puesto que se ha
demostrado el incremento de este en pacientes con cancer, sugiriendo que el
origen del ADN libre es de tejido tumoral, proponiendo a este como potencial
marcador molecular para prondstico de cancer. Esto con el fin de establecer
nuevas pruebas que apoyen al tamizaje y que mejoren la eficiencia en la
reduccion de las tasas de cancer de cuello uterino.

2. PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢Es la concentracion ADN libre en plasma un marcador molecular para el

prondstico de lesiones pre neoplasicas de cuello uterino?

¢ Existe una asociacion entre la concentracion de ADN libre y el serotipo de
VPH?



3. MARCO CONCEPTUAL

3.1. ANTECEDENTES.

En 1947 Mandel y Metais descubrieron el ADN libre en plasma y suero
utilizando acido perclérico como método de precipitacion, mostrando la
presencia de acidos nucleicos tanto en individuos sanos como enfermos;
Ademés reportaron altas concentraciones de ADN en suero de pacientes
embarazadas. Este descubrimiento de los acidos nucleicos en plasma y suero
fue olvidado hasta los afios sesenta, cuando se encontr6 en pacientes con
lupus eritematoso sistémico altas concentraciones de ADN libre en estos dos

tipos de muestra®

Koffler en 1973 mostr6é que el incremento de ADN en la circulacion podria ser
detectado en otras enfermedades, tales como artritis reumatoide,
glomerulonefritis, pancreatitis, enfermedades inflamatorias intestinales y
hepatitis. Posteriormente, se descubrié que pacientes con cancer presentaban
un incremento en la concentracion de ADN libre en comparacion con pacientes
sin cancer. Ademas se demostré que la concentraciéon de ADN libre, es mayor
en pacientes con metastasis comparada frente a pacientes con tumores
localizados y que esta concentracién puede disminuir en un 90% después de la
radioterapia. El origen del ADN extracelular fue descrito hasta 1980, cuando
Stroun y Anker demostraron que el ADN libre deriva de células tumorales. Ellos
demostraron que ciertas caracteristicas genéticas y epigenéticas del ADN

tumoral estaban también presentes en el ADN libre en plasma o suero *
3.2 ORIGEN DEL ADN LIBRE

Liu y colaboradores en el 2002, encontraron la existencia de ADN libre en
plasma proveniente de células hematopoyéticas en individuos con trasplante
de medula ésea procedente de un individuo del sexo contrario, hallando que el
ADN libre en plasma de los pacientes a quienes se les hizo el trasplante era

principalmente del donador, concluyendo con ello que las células



hematopoyéticas pueden contribuir significativamente en la presencia de ADN
libre en plasma®. Estos hallazgos fueron corroborados por estos mismos
autores en el 2003 y ademdas encontraron que existia una contribucién
importante de ADN libre en plasma proveniente de células de diferentes
6rganos tales como cabeza, higado, rifién®. Jahr y colaboradores demostraron
la presencia de ADN proveniente de células tumorales en pacientes con
distintos tipos de cancer en el plasma sanguineo sustentado por la presencia
de oncogenes 0 mutaciones en genes supresores de tumor caracteristicos de

las células tumorales *.

En general, el ADN libre en suero o plasma est4 relacionado con el proceso de

muerte celular *>°

este proceso se lleva a cabo por dos mecanismos distintos,
el primero un proceso no programado, en el cual se liberan al medio
extracelular productos celulares, que pueden ser toxicos para las células
vecinas, caracterizado por una fragmentacion del ADN de tamafio superior a
10.000pb, este proceso se denomina necrosis ; mientras que el otro tipo de
muerte celular denominado apoptosis , se caracteriza por ser un proceso
programado, ademas por la presencia de cuerpos apoptoticos, en donde se
ubican restos celulares, evitando de esta manera que se afecten las células
vecinas. Asimismo ocurre una fragmentacién del ADN, que en este caso es
mediada por endonucleasas como ICAD, originando fragmentos de pesos
moleculares de 150 a 200pb, que corresponden al tamafio de los nucleosomas,
los cuales se pueden observar por medio de una electroforesis formando un

patrén de bandas en escalera *"%,

3.3. ADN LIBRE EN PLASMA'Y SUERO SANGUINEOS

El ADN libre lo podemos encontrar en condiciones normales a muy bajas
concentraciones, principalmente en el torrente sanguineo, en muestras como
suero o plasma, las diferencias mas significativas entre estas son la existencia
de factores y proteinas relacionadas con la coagulacion, asi como también la
presencia de plaquetas en el plasma. Muchos reportes indican que la cantidad
de ADN libre es significativamente mas baja en plasma que en suero, pero la

razon de esta observacion aun no tiene una explicacion contundente para esas



diferencias®. El ADN libre lo podemos encontrar también en muestras como

orina, leche materna y saliva'®**?,

El suero y el plasma, son tal vez las muestras més utlizadas para la
cuantificacion de ADN libre, pero ain no se ha podido esclarecer
completamente, cual de las dos muestras es la mas promisoria para uso en
diagnéstico, ya que estos dos tipos de muestras presentan grandes diferencias,
por ejemplo en suero aumenta la concentracién de ADN libre de 3 a 24 veces
mas comparando con la concentraciéon de ADN libre en plasma *°, al respecto
existen muchas hipotesis, la primera de ellas propone que en el plasma hay
presencia de anticoagulantes que pueden en determinado momento inhibir las
pruebas moleculares como la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)*"*3.
La segunda hipétesis planteada es que la velocidad de la centrifugacion al
momento de separar el plasma y el suero, pueden lisar células como glébulos
blancos, alterando la cuantificacién de ADN libre cuando la velocidad aumenta
de las 1500 rpm *'. La tercera hipétesis sugiere que el tiempo transcurrido
antes del procesamiento de la muestra interviene en las diferencias de
concentracion entre el suero y el plasma, ya que al comparar el plasma y el
suero expuestos a diferentes tiempos antes de ser procesada la muestra,
evidencia que las concentraciones de ADN libre en suero varian méas a través
del tiempo, mientras que en el plasma hay una mayor estabilidad en la
concentracién de ADN libre, una posible explicacién de este efecto es la lisis de
los glébulos blancos en el suero, sin embargo esto no explica completamente
el porqué el suero muestra mayores concentraciones de ADN libre que el

plasma, ya que al tiempo 0, vya se veian diferencias °.

Por dltimo, la
explicacion mas aceptada hasta el momento indica que el suero presenta
mayor concentracion de ADN libre debido al proceso de coagulacién, ya que
durante este proceso se puede presentar lisis celular'**>. Por ende a la fecha
no esta definido que tipo de muestra es la mejor, para realizar estudios con

ADN libre, si el suero o el plasma.

Sin embargo, los investigadores que recomiendan el suero argumentando que
por sus altas concentraciones hay mayor probabilidad de encontrar

alteraciones genéticas, sumado a esto algunas técnicas moleculares requieren



de altas concentraciones de ADN, y este representa indirectamente procesos

relacionados al tumor como la metastasis®!.

En contraparte otros
investigadores recomiendan utilizar plasma, argumentando que este tipo de
muestra no presenta ADN proveniente de leucocitos u otros recursos que se
incluye accidentalmente en el suero durante la separacién de este’. Es asi,
como hasta la fecha los estudios con cualquiera de las dos muestras son

igualmente valiosos.
3.4. FACTORES QUE ALTERAN LA CONCENTRACION DE ADN L IBRE

Con el descubrimiento del ADN libre, se han desarrollado varios estudios con
el fin de evaluar que factores alteran la concentracion de ADN libre, Zhong y
colaboradores evaluaron algunos factores tales como la edad, el género y la
frecuencia de donacién de sangre con el fin de establecer si existian
diferencias significativas en la concentracion de ADN, las cuales no se
encontraron, exceptuando mujeres mayores de 60 afios, quiza debido a los
cambios hormonales®. Sin embargo otros estudios han demostrado que las
concentraciones de ADN libre pueden verse alteradas por distintas
circunstancias, que en general se pueden resumir en el dafio de tejidos,

inflamacion, embarazo, infecciones, cancer y trauma'’.
3.4.1. Inflamacién y trauma

Las concentraciones de ADN libre en plasma aumentan una hora después de
provocada una herida, y puede aumentar aproximadamente 100 veces en
aquellos pacientes con politraumatismo, en comparacién con pacientes con
heridas no tan complicadas en los cuales aumenta el ADN libre en plasma de
10 a 18 veces aproximadamente. La cinética de la concentracion del ADN libre
en plasma en conjunto con otras técnicas de prediccion puede ser usado en el

monitoreo del prondstico clinico de pacientes con trauma®.

El incremento de ADN libre en plasma después de provocada una herida

puede darse como consecuencia del incremento de liberacién de células



muertas (procesos apoptoticos y/o necroticos) o justo al declive en la eficiencia

de desecho celular®®.

3.4.2. Enfermedades infecciosas (virus)

Estudios demuestran que la presencia de ADN viral en sangre periférica, puede
explicarse por la lisis de células infectadas el cual puede afectar la
concentracién de ADN libre en plasma'®. Esto se ha visto principalmente en
infecciones con Epstein-Barr y Papilomavirus humano principalmente. Algunos
autores han postulado que ha mayor carga viral, hay una mayor concentracion
de ADN libre en plasma. Las técnicas utilizadas para detectar ADN viral son
muy Utiles, ya que su especificidad es muy alta, pero su sensibilidad puede
verse afectada, porque al existir bajas concentraciones del virus en el sitio de la

infeccién el ADN viral no puede ser detectado en plasma™®.
3.4.3. Enfermedades autoinmunes

En los pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES) se encuentran auto-
anticuerpos, siendo los mas frecuentes los antinucleares, principalmente anti-
ADN; otros se dirigen frente a ribonucleoproteinas, histonas y antigenos
antinucleolares. Los inmuno-complejos formados por estos auto-anticuerpos y
sus correspondientes antigenos son los responsables de la glomerulonefritis, la

artritis y la vasculitis™®.

Varios factores influyen en el desarrollo de la autoinmunidad. El incremento en
la tasa de apoptosis de linfocitos T tanto espontdneamente como después de
una estimulacion in vitroviéndose afectadala concentracién de ADN libre en
pacientes con LES comparado con individuos sanos. Se ha encontrado que la
actividad de las DNasas responsables de la degradacion del ADN plasmatico
se encuentra reducida en pacientes con LES. Es asi como la concentracion de
ADN libre en pacientes con enfermedades autoinmunes es mayor Yy
principalmente en esta relacionada con la alta tasa de apoptosis de linfocitos,

en conjunto con la ineficiencia por parte de las DNasas®.



3.4.4. Embarazo

Otro factor que afecta la concentracion de ADN libre en plasma es el
embarazo. El paso de células entre la madre y el feto es bien conocido. Estas
células atraviesan la placenta entrando a circulacion por el torrente sanguineo
de la madre, atravesando en muchos casos solo ADN fetal. El proceso que da
origen al ADN libre fetal en plasma materno posiblemente est4 asociado a
mecanismos tales como lisis celular producto de dafio fisico e inmunolégico.
Ademas del desarrollo de determinados tejidos fetales regulados por apoptosis.
Una aplicacion clinica es el uso de ADN libre fetal en el plasma materno para
diagnostico no invasivo prenatal, con el fin de detectar mutaciones heredadas
del padre, desordenes ligados al sexo, deteccion de aneuploidias
cromosomales, tales como el Sindrome de Down y otros desordenes causados

por mutaciones?®.
3.4.5. Cancer

La presencia de ADN libre en plasma y suero de pacientes con cancer fue
demostrado en 1977. Sin embargo hasta ahora el ADN libre en plasma ha
adquirido interés como posible blanco para deteccion de marcadores
moleculares para diagnostico y pronostico. Mutaciones en el ADN libre han sido
caracterizadas en una gran variedad de tipos de cancer, por ejemplo cancer
colorectal, pancreas, pulmoén, seno, higado entre otros. Otros tipos de
alteraciones que han sido reportadas en ADN libre en plasma son:
hipermetilaciones, inestabilidad en microsatelites, y pérdida de heterocigosis.
En muchos casos estas alteraciones fueron idénticas a las encontradas en el
tejido tumoral. La ocurrencia de alteraciones en el ADN libre, no esta limitada a
un tejido tumoral especifico, al tipo o al grado del tumor. Con respecto a la
cuantificacion del ADN libre en plasma se han encontrado mayores
concentraciones de este en pacientes que estan en una etapa avanzada del
cancer, en recurrencias del tumor y en metastasis, Ademas, en pacientes
tratados con radioterapia la cuantificacion del ADN libre en plasma disminuye;
Es asi como esta cuantificacion, es Gtil como marcador prondéstico en pacientes

con cancer®. Postulandose que el ADN libre en plasma seria util para la



deteccién de alteraciones genéticas y epigenéticas en el seguimiento de
pacientes con cancer apoyado en que la muestra de plasma es una muestra

poco invasiva “*°.

3.5. CANCER DE CUELLO UTERINO

El cancer de cuello uterino es el segundo cancer mas frecuente entre las
mujeres de todo el mundo con estimaciones de 493.000 nuevos casos Yy
274.000 fallecimientos anuales, siendo la tercera causa de muerte por cancer
en mujeres seguido por cancer de mama y el de pulmdn, cerca del 83% de los
casos se producen en paises en via de desarrollo, donde el cancer cervical
representa el 15% de los canceres femeninos, con un riesgo acumulado antes
de los 65 afios de edad del 1,5%%. En Colombia se diagnostican
aproximadamente 6.900 casos nuevos de cancer de ceérvix cada afio y se
presentan alrededor de nueve muertes al dia por esta enfermedad. Se ha
descrito que la infeccion del virus del papiloma humano es una causa
necesaria pero no suficiente para el desarrollo de cancer cervical. La incidencia
maxima de infecciébn por VPH se produce hacia los 20 afios de edad y la
incidencia méaxima de cancer de cuello uterino se produce a los 40 afos de
edad. Se estima que si no fuera por la prevencion secundaria
aproximadamente el 1% de las mujeres que adquieren una infeccion por VPH
desarrollaria cancer de cuello uterino. Sin embargo por cada caso de cancer se
desarrolla un nimero mucho mayor de lesiones pre-malignas y malignas que
son de tipo escamoso, aunque un 15% aproximadamente son de tipo

glandular®

El cancer de cuello uterino se origina en la zona de transformacion del cuello
uterino. Esta zona experimenta una metaplasia fisiologica del epitelio glandular
a epitelio escamoso en la pubertad. La infeccién por el virus del papiloma
humano es muy comun en las mujeres jévenes que hayan iniciado su actividad
sexual y cuando persiste principalmente en tipos virales de alto riesgo, las
oncoproteinas virales provocan alteraciones en el punto de control G1-S del
ciclo celular, que dan como resultado la presencia de lesiones precursoras

como Neoplasias Intraepiteliales Cervicales (NICs), las cuales se dividen en



diferentes grados. El NIC-I, se caracteriza por ser lesiones que generalmente
constituyen simples manifestaciones de la infeccion por el VPH. Sin embargo
en su forma mas avanzada NICIIl aumenta el riesgo de progresion a cancer, si
no se detecta y se trata. Afortunadamente, la progresion a cancer suele tardar
afios, lo cual permite detectar las lesiones por citologia exfoliativa®. El método
de tamizaje de eleccién en cancer cervical y lesiones pre neoplasicas, es la
citologia cérvico-vaginal, la cual se basa en una tincion de papanicolau y su
visualizacion por personal altamente calificado como patélogos. Sin embargo
este estudio es solamente morfolégico, ademas presenta algunas limitantes,
como son los falsos negativos en aproximadamente 20-30%, principalmente
por causa de una distribucién no uniforme en la lamina a analizar, ademas de
la presencia de otros contaminantes como bacterias y levaduras, y la tardanza
en la fijacion de las laminas 6 el error humano al momento de la lectura (pues
cada lamina contiene de 50.000 a 300.000 células que deben ser analizadas)
pueden ser otras de las causas para esta baja sensibilidad. Es asi como hoy en
dia se ha propuesto incluir como apoyo en diagndstico técnicas altamente

sensibles y especificas que permitan la rapida deteccién®.

En estudios cientificos sobre cancer basados en la nocion de “variables de
valoracion alternativas”, la situacién del pre- cancer es equivalente los distintos
tipos de NICs, que puede diferenciarse claramente de una infeccion; por virus
del papiloma humano de adquisicién reciente y constituye un buen indicador de
riesgo subsiguiente de desarrollo de cancer. Se ha visto que en lesiones de
bajo grado NIC | existe un incremento en la posibilidad de regresion, mientras
que en pacientes con lesiones intraepiteliales de alto grado NIC Il y NIC I
existe un mayor riesgo de desarrollar cdncer acompafado de una baja
probabilidad de regresion®2. Sin embargo, hasta la fecha no hay un marcador
molecular asociado a la progresion o regresion de la enfermedad, Varios
autores han postulado que la cuantificacion del ADN libre en plasma puede ser
un marcador molecular prondéstico prometedor, sin embargo, son pocos los
estudios que evallan esta cuantificacion de ADN libre en pacientes con cancer
cervical y hasta la fecha no hay estudios en pacientes con lesiones

precancerosas cervicales.



3.5.1. FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS AL CANCER DE
CUELLO UTERINO.

La Edad: la incidencia mas alta de cancer cervical esta entre los 45 y los
60 afios de edad. La actividad sexual a temprana edad es uno de los
factores de riesgo mas asociados con el desarrollo de este tipo de
cancer. Otro factor que fracuentemente se encuentra asociado con la
edad es el numero de comparieros sexuales y el numero de partos.
Cigarrillo: este es otro de los factores de riesgo mas importantes en el
desarrollo de de cancer de cuello uterino dvarios estudios reportan que
las mujeres fumadoras presentan un mayor riesgi de dessarrollar esta
patplogia que las no fumadoras, los mecanismos biologicos de la
enfermedad son desconocidos pero puede estar relacionado el efecto
carcinogenico de la nicotina presente en el moco cervical.

El estatus socioeconomico bajo es otro factor de riesgo relacionado sin
embargo este puede ser un factor independiente que se encuentra
relacionado con factores de riesgo como el cigarrillo, o con la actividad
sexual y ademas con un menor porcentaje de amizaje en estas
poblciones sea por desconocimiento por carencia en la accesibilidad a

los servicios medicos.

3.6. METODOS PARA CUANTIFICAR ADN LIBRE EN PLASMA O SUERO

Muchos métodos han sido desarrollados para cuantificar ADN, desde métodos
basicos como espectrofotometria ultra violeta, técnicas basadas en geles de
electroforesis, técnicas de hibridacion y métodos de amplificacion de ADN

(reaccién en cadena de la polimerasa PCR?’.

La espectrofotometria de fluorescencia (fluorometria) es una herramienta que
ayuda a cuantificar muestras con bajas concentraciones de ADN, la
cuantificacion de ADN por fluorescencia, requiere de la adicibn de un

fluorocromo que interactué con el ADN, A diferencia de espectroscopia UV,



lecturas de fluorescencia son relativas y deben ser comparadas con una curva

estandar producidos normalmente cada vez que un ensayo se lleva a cabo?’.

La técnica de ELISA (Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas)es muy
utilizada para analizar muestras con ADN en muy bajas concentraciones, ya
gue detecta y semi-cuantifica nucleosomas, se basa en la deteccibn mediante
anticuerpos que producen una reaccion cuyo producto, por ejemplo un
colorante, puede ser medido espectrofotométricamente. Este método es
versétil, robusto, simple en su realizacion, emplea reactivos econémicos, pero
este método cuantifica solo la fraccion de ADN unido a las histonas?.
Picogreen es uno de los kit para cuantificar ADN este actua como un

fluorocromo que se une al ADN su sensibilidad de deteccion es de 25pg/ml.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencional, es un método
rapido y sencillo para copiar y amplificar secuencias especificas de ADN. Para
usar este método es necesario conocer la secuencia de una region de ADN. El
método consiste en ciclos repetidos de denaturacién, alineamiento y extension
de ADN. Para usar este método en cuantificacion de ADN se debe
complementar con técnicas como Electroforesis en gel, la cual se usa para la
separacion de moléculas (acidos nucleicos) segun la movilidad de estas en un
campo eléctrico a través de una matriz porosa (agarosa o poliacrilamida), la
cual finalmente las separa por tamafios moleculares y carga eléctrica.
Finalmente se medira la intensidad de las bandas, tomando como referencia
una muestra de concentracién conocida la cual se tomara como patrén de
referencia 1%%"?*

La PCR en tiempo real ha demostrado que es util para investigaciones en las
cuales se quiera hacer cuantificacion del producto a través del tiempo, para
analisis de expresion o para amplificaciones de bajas concentraciones de ADN
blanco o del producto y otras innumerables investigaciones y aplicaciones
clinicas. Una aplicacion particular de la PCR es la cuantificacién de moléculas
blanco de ADN la cual es muy (til en mdltiples investigaciones®. La principal
caracteristica de la PCR en tiempo real, es que permite cuantificar la cantidad

de ADN o ARN presentes en la muestra original, mediante la utilizacion de



fluorocromos (generalmente SYBR Green), de forma tal que el aumento de
fluorescencia es proporcional a la cantidad de ADN formada. Esta fluorescencia
puede ser detectada desde las primeras fases de la reacciéon midiendo la
cinética de la misma o para identificar con una alta probabilidad, muestras de
ADN especificas a partir de su temperatura de fusién (también denominado
valor T, del inglés melting temperature)®®3!,

La técnica de PCR en tiempo real tiene dos diferentes métodos de andlisis de
datos la cuantificacion absoluta y cuantificacién relativa. La cuantificacion
absoluta es util para cuantificar muestras de concentracion desconocida por
interpolacion a partir de una curva estandar con diluciones de concentraciones
conocidas. La cuantificacion relativa, es usada para andlisis de cambios en la
expresion génica de una muestra dada teniendo como referencia un gen

control de expresion conocida.

La cuantificacion a partir de secuencias Alu permite mejorar la sensibilidad en
la deteccion de ADN humano. Teniendo en cuenta que una secuencia Alu es
un fragmento de ADN de aproximadamente 300 pares de bases (pb) que con
ligeras variaciones puede encontrarse en un gran numero de lugares en el
genoma de los primates. Las primeras secuencias de este tipo se identificaron
mediante la endonucleasa Alul, de la cual han recibido su nombre, aunque
actualmente se analizan mediante técnicas basadas en la reaccién en cadena
de la polimerasa y electroforesis. Son las secuencias moviles mas abundantes
del genoma humano. Derivan probablemente del gen 7SL ARN, que forma
parte del complejo ribosomal. La aparicion de las secuencias Alu se sitia hace
aproximadamente 65 millones de afios, coincidiendo con el origen y expansion

de los primates 3

El termino elementos repetitivos describe varias secuencias de ADN que
representan multiples copias en el genoma en el cual residen. Los elementos
repetitivos pueden subdividirse entre las categorias de secuencias en tandem,
(por ejemplo microsatelites, minisatelites y telomeros) o inter-expresados (por
ejemplo elementos méviles y pseudogenes). Los elementos inter- expresados
pueden subdividirse con base en el tamafo, los elementos cortos inter-

expresados (SINEs) tienen menos de 500pb de longitud. La secuencias inter-



expresadas Alu fueron identificadas hace 30 afios como un componente del
ADN humano. El nombre secuencias Alu fue dado a los miembros de esta
familia de repeticiones que tienen un sitio de reconocimiento para la enzima de
restriccion Alu I, son comunmente encontrados en intrones, regiones no
traducidas de genes y regiones intergénicas. Estimaciones iniciales indican que
estos elementos moviles estan presentes en el genoma humano en un alto
nimero de copias aproximadamente (500.000 copias). Recientemente un
andlisis detallado de esta secuencias en genoma humano ha mostrado que hay
més de un millén de copias, los elementos Alu y comprenden mas del 10% del

genoma humano®.

4. PROPOSITO

Dada la relevancia del cancer de cuello uterino en nuestro pais es importante
apuntar hacia el desarrollo de programas rentables de prevencion de cancer de
cuello uterino apoyados de las nuevas tecnologias con el fin de superar las
tecnicas de prevencion existentes es por ello que proposito del presente
estudio apunta a proponer el ADN libre en plasma como marcador molecular

pronostico de lesiones precancerosas de cuello uterino.

5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo General
Establecer la asociacion entre la concentracion de ADN libre y el grado de
neoplasia cervical y evaluar su posible asociacion con el serotipo VPH en la
poblacion de mujeres del presente estudio.

5.2. Objetivo Especificos

+ Establecer la asociacion de la concentracién de ADN libre medidos en

plasma con las etapas progresivas del cancer cervical.



» Determinar la asociacion del tipo viral con la concentracion de ADN libre.

e Determinar las asociaciones entre DNA libre plasmético y las

caracteristicas sociodemogréficas de las mujeres objetivo del estudio

6. ASPECTOS METODOLOGICOS.
6.1 DISENO

Para la presente investigacion se realizé un estudio prevalencia de tipo
analitico con base en un muestreo no probabilistico (M.N.P) por criterio

de los investigadores aplicado a la poblacion objeto de estudio.

Se realizé un analisis bivariado para determinar la posible asociacion
entre las concentraciones de DNA libre plasmatico con el tipo de lesién
pre neoplasica de cuello uterino y la asociacion de la Concentracion DE

ADN libre con el serotipo de VPH identificado.

6.2 HIPOTESIS

» [Esta asociada la concentracion de ADN libre plasmatico con las etapas

progresivas del cancer cervical

» Esta asociado el serotipo VPH con la concentracion de ADN libre

plasmatico.

» Estdn asociadas las concentraciones de DNA libre plasmético y las

caracteristicas sociodemograficas de las mujeres objetivo del estudio



6.3. POBLACION DE ESTUDIO Y MUESTRA

6.3.1. poblacion de estudio.

Esta constituida por mujeres que asistieron a procedimiento de
colposcopia por alteraciones citolégicas de cualquiera de las entidades
participantes en el presente estudio (Clinica Teleton, Hospital de

Engativa, Hospital San Ignacio, Hospital Militar y Javesalud).

6.3.2. Marco Muestral

El Marco muestral lo constituyeron el registro de mujeres programadas
para procedimiento de colposcopia en el periodo comprendido entre febrero
1 de 2009 y mayo 1 de 2009 de cada una de las instituciones participantes
en el estudio (La Clinica Teletén, Hospital de Engativa, Hospital San

Ignacio, Hospital Militar y Javesalud).

Las unidades en el marco muestral fueron identificadas sistematicamente
en forma alfa numérica ascendente con los siguientes cédigos: CO-001
para la primera paciente registrada en la lista del estudio, CO-002 para la
segunda paciente registrada en la lista del estudio y asi sucesivamente

para cada una de las pacientes.

Cada cddigo se suministrara por una sola vez en el marco muestral y
ninguna paciente ajena a la poblacion de interés debe estar presente en el
marco muestral asi como toda paciente que pertenezca a la muestra debe
aparecer en el marco muestral. No se realizé célculo de tamafio de muestra
por tratarse de un muestreo no probabilistico (M.N.P.) realizado por criterio
de los investigadores Para cada una de las pacientes seleccionadas de
acuerdo a los criterios de inclusion y exclusibn se les conservo la
codificacion alfanumérica ascendente del marco muestral para identificar

cada una de las muestras que hicieron parte de la investigacion.



De acuerdo al presupuesto asignado para el estudio, la muestra esta
constituida por 92 mujeres con edades comprendidas entre los 18 y 60 afios
con lesiones preneoplasicas de cuello uterino determinada por reporte
citolégico revisado por patélogo con un tiempo no mayor a 3 meses en el
momento de ser incluida en el estudio. La muestra de 300 pacientes se
recolectd entre febrero 1 de 2009 y mayo 1 de 2009 constituyendo asi fase
de muestreo. A partir de esta fecha ninguna paciente fue incluida en el

estudio.

Las pacientes que conforman la muestra destinada para la presente

investigacion deben:

= Haber firmado el consentimiento informado tanto para pertenecer al
estudio como para que se les pueda realizar el procedimiento de
venopuncion destinada a la obtencion de plasma sanguineo

= Autorizar la evaluacién de los resultados de la colposcopia y la
biopsia y la muestra de sangre por parte de los investigadores

=  Cumplir los criterios de inclusién y estar exentas de los criterios de

exclusion planteados en la presente investigacion

6.4 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION.
6.4.1. Criterios de Inclusion

Se incluy6 en el estudio todas las mujeres que haciendo parte del marco
muestral tuvieron alguna lesion pre cancerosa de cuello uterino con
diagndstico patolégico confirmado, que aceptaron participar en el estudio

y que permitieron el procedimiento de venopuncion.

6.4.2. Criterios de Exclusion

= Pacientes con previo tratamiento para cualquier tipo de lesién pre
cancerosa.
= Pacientes en estado de embarazo verificado durante consulta

ginecoldgica.



= Pacientes con diagndéstico de otro tipo de cancer sin importar el tiempo
de evolucion

= Pacientes con limitacion mental descrita como cualquier anomalia del
equilibrio emocional manifestada por comportamiento mal adaptado y
funcionamiento anormal, que pueda limitar su participacion en el

estudio.

6.5. Descripcién de las variables

Ver tabla operacional de variables. Anexo 1.

6.6. fuentes de informacion y técnicas de recolecci  on.

6.6.1. Instrumentos y métodos de recoleccion de da  tos.

Para este estudios se utilizaron diversos instrumentos se reviso la Historia
Clinica de cada una de las pacientes que conformaron la muestra del
estudio, tomando el reporte correspondiente al grado de alteracion
citologica y datos basicos (edad, sexo y régimen de seguridad social), los
cuales fueron confirmados por medio de una encuesta previamente
estructurada la cual fue diligenciada por las pacientes que participaron
voluntariamente en el estudio, en la cual se registraron datos que aportan
al andlisis al ser incluidas como variables de interés para el estudio
basdndonos en la bibliografia revisada al término del inicio de la
investigacion, ademas de ello después del examen de colposcopia se
busco el resultado de la biopsia como parte del proceso de recoleccion de

datos.(anexo 2)

6.6.2. Proceso de Obtencién de informacion.

6.6.2.1. Los datos fueron obtenidos mediante fuentes primarias dadas por
las pacientes, los reportes citologicos, colposcopicos, de biopsia y los
analisis en laboratorio.

La recoleccion de la informacion estuvo a acargo de Médicos ginecologos y

profesionales capacitados para la realizacion de las pruebas de laboratorio.



6.6.2.2. Toma de muestras

Se tom6 muestras de sangre periférica de pacientes con lesiones pre
neoplasicas de cuello uterino, estas se obtuvieron mediante venopuncion
utiizando tubos del sistema vacutainer con EDTA Dipotasico (K2). Se
tomaran dos tubos de 5 mL por paciente y las muestras seran procesadas

en un tiempo no mayor a 6 horas después de obtenida.

6.6.2.3. Obtencién de plasma sanguineo.

Para la cuantificacion de ADN libre en plasma, es importante controlar la
contaminacion por ADN de células normales presentes en sangre tales
como leucocitos (mononuclares y polimorfonucleares), puesto que en estos
analisis de cuantificacion absoluta pueden interferir, para ello se separara el
plasma de cada una de las muestras por centrifugacion a 2000 g durante 10
minutos, separando el plasma en Tubos Eppendorff, posteriormente estos
plasmas se sometéran a una segunda ultracentrifugacion a 13500 g durante
5 min, extrayendo el sobrenadante y transfiriéndolo a un segundo eppendorf
antes del almacenaje de las muestras, este protocolo fue establecido por
Page y colaboradores en el 2006. Finalmente después de este proceso las

muestras se almacenaran a -20°C 3*

6.6.2.4. Procesamiento de ADN

El plasma humano contienen muchas sustancias que interfieren con la PCR,
tales como proteinas que se une a la cadena de ADN o la ADN polimerasa,
por ello se uso un proceso minimo para eliminar los factores de inhibicion de
la PCR este protocolo fue establecido por Umetani y colaboradores, en el
que se realiza una digestion con proteinasa K (Bioline), a partir de una
solucion stock de 20 mg/ml de proteinasa K en un buffer de 50 mM de tris-
HCI, 2mM de acetato de calcio a un pH 8, la concentracion utilizada por
muestra es de 2ug/ml y se incubd a 37°C toda la noche, posteriormente se

inactivd la proteinasa K a 96°C en bafio serolégico y finalmente se



centrifugara a 10.000 g durante 5 min y Se tomo 0.2 ul de sobrenadante

como amplimero para la PCR en tiempo real)™.

6.6.2.5. Cuantificacién de ADN libre plasmatico.

Para la cuantificacion de ADN libre presente en plasma, se utilizara el
protocolo establecido por Umetani y colaboradores en el 2006, por medio de
PCR en tiempo real. Para maximizar la sensibilidad de la cuantificacion de
ADN, se amplificara el ADN directamente del plasma sanguineo tratado con
la proteinasa K, usando primers de secuencias Alu. Los primers fueron
disefiados por Umetani y colaboradores los cuales amplifican secuencias
consenso de Alu con un producto de tamafio de 115 pb. La secuencia del
primer sentido fue 5-CCTGAGGTCAGGAGTTCGAG-3 y el primer
antisentido fue 5-CCCGAGTAGCTGGGATTACA-3’, para la reaccion de
PCR se uso el kit de Sybr green (Applied Biosystem).
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Figura 1. Metodologia de cuantificacion de ADN libre en plasma.

6.6.2.6. Sistematizacion de la informacion.

Se generé una base de datos en Excel, que incluyé el registro de las pacientes
con llos datos sociodemograficos, antecedentes ginecoobtetricos,
antecedentes clinicos, resultados de las pruebas de laboratorio para

concentracion de ADN libre y serotipo de VPH.

6.7. CONTROL DE SESGOS
Los posibles sesgos en los que podria incurrir el estudio son:
6.7.1. Sesgos de informacion
Debido al instrumento de medicion, la encuesta fue disefiada y revisada por



el grupo de investigacién de tal manera que se incluyeran todas las variables
gue pueden estar relacionadas y se evalué que fueran preguntas claras de

tal manera que se hiciera comprensible para la paciente

Se realiz6 capacitacion previa de los responsables de la recoleccion y
codificacion de la informacion asi como del profesional que realiza la

venopuncion.

Por parte del entrevistado, el control se realiz6 dandole previa informacion
y motivacién al participante y mediante la aplicacion de los instrumentos,
por personal con amplia experiencia y calibrado en el diligenciamiento de la

misma.

En el estudio se controlaron los sesgos debidos a la falta de sensibilidad el
instrumento para que las técnicas para obtencién de plasma sanguineo y su
posterior procesamiento en el laboratorio fueran realizadas en condiciones
controladas, estandarizadas y siguiendo los protocolos establecidos con
anterioridad desde el punto de vista preanalitico , analitico y post analitico.
No se realizé introduccion de metodologias diagndsticas diferentes a las

inicialmente utilizadas.

6.7.2. Sesgos de seleccion
Sesgos de seleccidén, el cual se controlé con la seleccion de diferentes
instituciones hospitalarias a las que acuden las pacientes para control

citocolposcopico.

6.7.3. Sesgos de confusion

En el estudio estan incluidos aquellos factores que han sido identificados en
la literatura como posibles factores de riesgo de desarrollo de céancer de
cuello uterino y factores asociados con el incremento de ADN libre, ademas

de aquellos aspectos que a juicio de los investigadores podrian incidir en el



6.8. ANALISIS ESTADISTICO

En primer lugar se realizo un analisis descriptivo de todas la variables
sociodemograficas, antecedentes clinicos y ginecobstetricos se utilizaron
distribuciones de frecuencia y distribuciones porcentuales en aquella que eran
de tipo cuantitativo se utilizaron medidas de tendencia central tales como

media, mediana, medidas de variabilidad y dispercion en el software SPSS.

Para determinar si existen diferencias significativas en la concentracion de ADN
libre por grado de neoplasia cervical se probaron los supuestos de normalidad
y homogeneidad de varianzas por medio de una prueba de shapiro Wilk y una
prueba de Bartlet, y para establecer si existen difenrencias se realiz6 una
prueba no parametrica de analisis de variananza Kruskal Wallis, se utilizo un

valor de p=0,05, todas estas pruebas se corrieron mediante el software SPSS.

Para explorar la posible la asociacion de las variables sociodemograficas con la
concentracion de ADN libre e realizaron en primer lugar pruebas de normalidad
y homogeneidad de varianza pero partiendo del hecho que esta no se cumplia
se realizaron pruebas de Mann Withnney y Kruskal Wallis segun la variable,

esto se realizo en el software SPSS.

Finalmente para establecer la posible asociacion entre en el serotipo de VPH y
la concentracion de ADN libre por grado de neoplasia cervical se realizé una

prueba de Mann Withnney mediante el software SPSS.
6.8.1. Plan de divulgacion
Finalmente se pasara el estudio para publicacion a la revista Ann. N.Y. Acad.

Sci. acid nucleic en la cual se han publicado la mayoria de estudios realizados
con ADN libre como biomarcador en diferentes areas del conocimiento.



6. 9.CONSIDERACIONES ETICAS

Teniendo en cuenta que el proposito de la investigacion biomedica debe ser el
mejoramiento de los procedimientos diagnosticos, terapeuticos y profilacticos,
asi como la mejor comprension de la etiologia y patogenesis de las
enfermedades es relevante reconocer que en la actualidad los adelantos en las
tecnologias moleculares son las que mayor demanda tiene en la actualidad
como ejemplo el analisis con muestras de ADN. Este boom biotecnologico
plantea varias cuestiones eticas de gran importancia y que requieren de
cuidado puesto que la complejidad de las situaciones planteadas por la
biotecnologia en el campo de la genetica son grandes, creando confusas
situaciones en el aspecto etico.

Esta es una investigacion con riesgo minimo de acuerdo con lo establecido en
la resolucion nimero 008430 de 1993* (“normas cientificas, técnicas, y
administrativas para la investigacion en salud”) de la Republica de Colombia
expedida por el Ministerio de Salud y tal como dicta en el Titulo Il, capitulo 1,
articulo 11. El estudio sigue los lineamientos juridicos y éticos del pais y
también aquellos contemplados en la ultima modificacion (592 Asamblea
General, Seul, Corea, octubre 2008)35 de la declaracién de Helsinki de la
Asociacion Médica Mundial (“principios éticos para la investigacion que
involucra sujetos humanos”).

El unico aspecto etico que es resaltable en el presente estudio es el siguiente:
se debe hacer uso adecuado de las bases de datos de ADN. (la base esta
respaldada por una muestra biologica como el plasma sanguineo, el cual
puede ser utilizado en futuras investigaciones pero con la autorizacion del
paciente que participo en el estudio).

En lo que respecta a los datos y registros obtenidos se consigno de tal forma

gue se protegio la confidencialidad de los sujetos.



7. RESULTADOS

7.1. DESCRIPCION DE LA POBLACION DE PACIENTES CON L ESIONES
PRENEOPLASICAS DE CUELLO UTERINO.

7.1.1. CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS

EDAD

El promedio de edad de la poblacién de pacientes con algun tipo de lesion pre
neoplasica de cuello uterino fue de 34 afios con una desviacién estandar de 11
afios, una edad minima de 18 afios y una edad maxima de 61 afios. El 38% de
la poblacion se encuentra distribuido dentro de los 18-27 afios, el 25% de las
pacientes tenian edades entre los 28 y 37 afios.

ESTRATO

El 56% de la poblacion participante del presente estudio pertenecia al estrato
1y 2, el 37% pertenecia al estrato 3y 4 y el 7% restante pertenecia al estrato 5
y 6.

NUMERO DE COMPANEROS SEXUALES

El 55% de la poblacién en estudio han tenido durante su vida de 1 a 2
comparfieros sexuales, el 30% han tenido de 3 a 4 compafieros sexuales, el
10% han tenido de 5 a 6 compaferos sexuales y el 4% restante mas de 7
comparfieros sexuales.

EDAD DE INICIO SEXUAL

El promedio de edad de inicio sexual de la poblacién de estudio fue de 17 afios
con una desviacion estandar de 2.4 afios una edad minima de 14 afios y una
edad maxima de 25 afios. Se exploré si esta variable tiene algun tipo de
asociacion con el grado de lesién pre neoplasica de cuello uterino sin embargo
no se encontraron diferencias significativas en el promedio de edad de inicio

sexual entre los grupos.(kruskal Wallis 0,855; a 0.05).



7.1.2. ANTECEDENTE CLINICOS

FAMILIARES CON CANCER

De las 92 paciente que participaron en el presente estudio, del 72% ningan
miembro de su familia hasta tercer grado de consanguinidad, habia presentado
algun tipo de cancer. El 28% restante algin miembro de su familia hasta tercer

grado de consanguinidad, habia presentado algun tipo de cancer.

MEDICACION DURANTE LOS ULTIMOS 15 DIAS

EL 77% de la poblacion de estudio no consumid ningun tipo de medicamento
durante los ultimos 15 dias anteriores a la toma de la muestra. El 23% restante
consumio algun tipo de medicamento durante los ultimos 15 dias anteriores a

la toma de la muestra.

USO DE ANTICONCEPTIVOS
52% de la poblacion estudiada ha ingerido anticonceptivos y el 48% restante

no ha ingerido estos.

ENFERMEDADES DE TRANSMISION SEXUAL

el 96% de la poblacion de estudio no ha presentado ninguna enfermedad de
transmision sexual, el 7% restante si ha presentado alguna enfermedad de
transmision sexual. Esta informacién fue obtenida de lo que declaro la paciente

durante la encuesta.

7.1.3. ANTECEDENTES GINECOOBSTETRICOS

Tabla.1l. Antecedentes obstétricos.
NUMERO EMBARAZOS ABORTOS HIJOS

0 12 70 14
1 18 17 20
2 23 3 30
3 23 2 20
4 10 0 4
5 3 0 3
6 1 0 0
7 0 0 0
8 2 0 1




EMBARAZOS
El 13% de la poblacién de estudio no han estado embarazadas, el 20% lo han
estado 1 vez, el 25% 2 veces, el 25% 3 veces, ell1% 4 veces, 3% 5 veces, el

1% 6 veces y el 2% 8 veces.

ABORTOS

El 76% de la poblacion de estudio no ha presentado abortos, el 19% un aborto,
el 3% dos abortos y el 2%tres abortos.

HIJOS

El 15% de la poblacién que participo en este estudio no tenian hijos, el 22%
tenian un hijo, el 33% tenian dos hijos, el 22 tenian tres hijos, 4% tenian cuatro

hijos, el 3% cinco y el 1% ocho.

EDAD PRIMER PARTO
El promedio de edad del primer parto fue de 17 afios con una desviacion de 8

anos.

INFECCION VAGINAL
El 83% de las paciente participantes del presente estudio no han presentado
durante el ultimo afio alguna infeccion vaginal, el 17% restante si ha

presentado infeccidn vaginal durante el ultimo afio.

NUMERO DE CITOLOGIAS

De la totalidad de pacientes que participaron en el presente estudio el
promedio de citologias hechas durante la vida fue de 6 con una desviacion
estandar de 6 citologias sin embargo el 34% de esta poblacién se ha realizado

entre 1 a 2 citologias durante su vida.



7.1.4. DIAGNOSTICO CITOLOGICO, COLPOSCOPICO E
HISTOPATOLOGICO

Tabla. 2. Tamizaje diagnéstico

RESULTADO CITOLOGIA COLPOSCOPIA BIOPSIA

NEGATIVA 0 18 28
ASC-US 21 0 0
LIEBG 54 54 38
LIEAG 17 20 26
TOTAL 92 92 92

DIAGNOSTICO CITOLOGICO. De las 92 pacientes incluidas dentro del
presente estudio el 23% de estas presentaba una lesién de significado
indeterminado (ASC-US), el 59% presentaban una lesion de bajo grado(LIEBG)
y el 18% restante presento (LIEAG).

DIAGNOSTICO COLPOSCOPICO. De las 92 pacientes incluidas dentro del
presente estudio el 20% no presentaron lesion pre neoplasica, el 59%

presentaron un LIEBG, y el 21% restante presentaron un LIEAG.

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO. De las 92 pacientes incluidas dentro del
presente estudio el 30% no presentaron lesion pre neoplasica, el 41%

presentaron un LIEBG, y el 28% restante presentaron un LIEAG.



SEROTIPOS
Se encontraron dentro de la poblacion de estudio 25 serotipos dentro de los
cuales encontramos con mayor frecuencia el serotipo 16 y 18 como lo muestra

la figura(2).
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Figura 2. Se puede observar en el grafico de barras que dentro de la poblacion
de estudio los serotipos 16, 18 y 56 son los que se presentan con mayor

frecuencia.

7.2. CONCENTRACION DE ADN LIBRE Y SU ASOCIACION CON ETAPAS
PRECANCEROSAS DE CUELLO UTERINO.

7.2.1.Concentracion de ADN libre en lesiones pre-ca  ncerosas.

La concentracion de ADN libre en plasma de pacientes con lesiones pre-
cancerosas fue de 4515 + 16402 ng/ pl (media £ DS), con un valor minimo de
0.000ng/ul y un valor maximo de 117373 ng/ul. La concentracién de ADN libre

en plasma no presento una distribucion normal (p-valor < 0.0001; a 0.05)

7.2.2.Concentracion de ADN libre en plasma por grad o de neoplasia
intraepitelial cervical (NICs).

La concentracion de ADN libre en plasma de pacientes con LIEBG fue de
5188.7 + 14876.5 ng/ pl (media £ DS), en pacientes con LIEAG fue de 830.3 =
1515.508 ng/ pl (media £ DS), la concentracion de ADN libre en plasma de



pacientes con resultado negativo por biopsia fue de 7024.7 £ 24107.5 ng/ pl
(media + DS). Mostrando con ello que la poblacion con resultado negativo fue
la que mayor variabilidad presento en la concentracion de ADN libre en plasma.
Ninguna de las concentraciones de ADN libre en plasma por grado de
neoplasia cervical presento una distribucion normal .

Para evaluar si existen diferencias significativas entre las concentraciones de
ADN libre en plasma se realizé la prueba no paramétrica Kruskal Wallis la cual
mostr6 que no existen diferencias significativas entre las medianas de las
concentraciones de ADN en los tres grupos de lesiones diagnosticadas por la
biopsia LIEBG, LIEAG, y Negativa (p;0.99, gl;2 alfa 0.05) (Figura 3). Por lo
tanto, la concentracién de ADN libre en plasma no tiene un valor predictivo

para diferenciar los tipos de lesion pre-neoplasica de cuello uterino.
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Figura 3 CONCENTRACION DE ADN vs. ETAPA PRECANCEROS A DE
CUELLO UTERINO

Prueba Kruskal Wallis, para las variables Negativa, LIEBG, LIEAG (p;0.99).



7.3. EXPLORACION DE LA ASOCIACION DEL SEROTIPO VIRAL Y LA
CONCENTRACION DE ADN LIBRE.

Tabla 3. CONCENTRACION DE ADN LIBRE vs. SEROTIPO DE  VPH

SEROTIPO M % 5 MAX MIN | NORMALIDAD | MAN WITHNEY
6 NO | 50 45487 | 16672.2 | 117373 | 0 0.000 0219
SI | 4347 | 3541 3210.7 | 6272 4 0.581*

11 NO | 50 4579.9 | 16671 | 117373 |0 0.000 0.160
SI | 2210 | 2615.6 |2801.6 | 5598 39 0.769*

16 NO | 287 13147.4 | 321745 | 117373 | 0 0.000 0.235
SI | 41 28344 |106722|74803 |0 0.000

18 NO | 287 6021.13 | 16551.1 | 74803 | 0 0.000 0.083
SI |33 3750.95 | 16411.4 | 117373 |0 0.000

30 NO | 50 4639.92 | 16664.6 | 117373 | 0 0.000 0.799
ST | 72 836.67 |1386.3 | 2437 1 0.049

31 NO |50 46423 | 16664.3 | 117373 | 0 0.000 0.650
SI |83 766 12511 | 2210 5 0.060*

33 NO | 68.5 47133 | 16748.6 | 117373 | 0 0.000 0.165
ST | 0.50 173 3453 | 691 0 0.001

35 NO | 40.5 3684 | 15659.7 | 117373 | 0 0.000 0.090
SI | 4527 | 16434.1 | 23358.7| 56338 | 0 0.042

39 NO |57.5 42216 | 161625 117373 |0 0.000 0.895
SI | 454 7606.0 |19707.6 | 56338 |0 0.000

42 NO | 72 4772.5 | 16836.7 | 117373 | 0 0.000 0.103
ST |0 50.4 81.384 | 187 0 0.024

43 NO | 65 4565 16487 | 117373 |0 0.000 0.924
ST |- - - - - -

44 NO | 50 4149.08 | 16103 | 117373 | 0 0.000 0.493
SI | 1392 | 153983 | 25474.6 | 44803 |0 0.052

45 NO | 57.5 4026.17 | 15288.7 | 117373 | 0 0.000 0.812
SI | 225.5 |9658.1 |263269|74803 |0 0.000

51 NO | 40 2644.23 | 10541.6 | 74703 | 0 0.000 0.059
Sl | 345 18298.1 | 36360.5 | 117373 | 0 0.000

52 NO | 68.5 4669.4 | 16753.4 | 117373 | 0 0.000 0.877
ST |19 1578.7 | 31288 | 6272 5 0.001

53 NO | 57.5 4749.3 | 169366 | 117373 | 0 0.000 0.861
SI_ 1895 111698 [24535 | 6149 0 0.000

56 NO | 68.5 3999.6 | 12664.9 | 74803 | 0 0.000 0.731
ST | 40.5 6374.3 | 26165 | 117373 |0 0.000

58 NO | 65 4866.12 | 17227.6 | 117373 | 0 0.000 0.796
ST |11 1286.11 | 2327.1 | 6149 0 0.000

59 NO | 68.5 4705.3 | 16750.4 | 117373 | 0 0.000 0.210
ST |1 3485 |695.6 | 1392 0 0.001

66 NO | 72 4834.7 | 17027.5 | 117373 | 0 0.000 0.130
ST |1 644.4 |1633.7 | 4347 0 0.000

67 NO | 68.5 4616 | 16572.1| 117373 | 0 0.000 0.059
ST |- - - - - -

68 NO | 40 47749 | 16940 | 117373 |0 0.000 0.161
SI | 5505 |802.5 |B869.6 |2210 40 0.000

69 NO | 50 4558.7 | 16488.6 | 117373 | 0 0.000 0.483
ST |- - - - - -

70 NO | 65 4652.4 | 16662.4 | 117373 | 0 0.000 0.550
ST | 4 4653 [802.5 | 1392 0 0.005

73 NO | 50 4517.7 | 164938 | 117373 | 0 0.000 0218
ST |- - - - - -

82 NO | 77.5 4720.6 | 16746.7 | 117373 | 0 0.000 0.101
SI__| 25 1125  [19.311 |40 0 0.018

No se encontr6 que ningun serotipo presenta diferencias significativas en la
concentracién de ADN libre puesto que ningun valor de p mostré significancia

en las pruebas de Mann Withney se utilizé un alfa de 0.05



7.5. EXPLORACION DE VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS CON LA
CONCENTRACION DE ADN LIBRE.

Tabla. 4. Concentracién de ADN vs. grupo de edad.
CONCENTRACION DE ADN ng/pl

Grupo de edad Mediana Normalidad Kruskal Wallis

18-27 224 0.000
28-37 5 0.000

38-47 160 0.000 0.031
48-57 74 0.000

58-67 1 0.000

Por lo menos uno de los grupos de edad presenta diferencias significativas en
la concentracion de ADN libre en esta prueba se tuvo encuentra un valor de
alfa de 0.05.
Tabla 5. Concentracién de ADN vs. Estrato

CONCENTRACION DE ADN ng/ul

Estrato Mediana Normalidad Kruskal Wallis
1.2 68.5 0.000

3_4 40.0 0.000 0.261

5.6 5309.5 0.000

No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de ADN entre

los estratos.

Tabla 6. Concentracion de ADN vs. Estrato

Antecedentes
Familiar con CONCENTRACION DE ADN ng/ul

cancer Mediana Normalidad Mann Withnney

SI 77.5 0.000
0.979

NO 26.5 0.000




No se encontrd diferencias significativas en la concentracién de ADN entre

tener familiar con cancer y no tenerlo.

Tabla 7. Concentracién de ADN vs. N° de compafieros  sexuales.

CONCENTRACION DE ADN ng/ul

NO compafieros Mediana Normalidad Kruskal Wallis

1.2 33.0 0.000
3_4 95.0 0.000
0.087
5.6 1392.0 0.000
mas 7 28543.5 0.173

No se encontré diferencias significativas en la concentracion de ADN entre las

categorias establecidas para numero de compaferos sexuales.

Tabla 8. Concentracion de ADN vs. Consumo de medica  mentos
CONCENTRACION DE ADN ng/l

Medicamentos Mediana Normalidad Mann Withnney

SI 26.5 0.000
0.929

NO 77.5 0.000

No se encontré diferencias significativas en la concentracion de ADN entre las

si las pacientes habian consumido algin medicamento o no durante por menos

una semana.

Tabla 9. Concentracién de ADN vs. Anticonceptivos
CONCENTRACION DE ADN ng/ul

Anticonceptivos Mediana Normalidad Mann Withnney

SI 66.5 0.000
0.603

NO 52.5 0.000

No se encontré diferencias significativas en la concentracion de ADN entre las

pacientes que habian consumido algun anticonceptivo y las que no.



Tabla 10. Concentracién de ADN vs. ETS

CONCENTRACION DE ADN ng/l

ETS Mediana Normalidad Mann Withnney
SI 9.5 0.021
0.339
NO 74 0.000

No se encontré diferencias significativas en la concentracion de ADN entre las
pacientes que habian tenido alguna enfermedad de transmision sexual y las
que no.

Tabla 11. Concentracién de ADN vs. Infeccion vagina .

Infeccién CONCENTRACION DE ADN ng/ul

Vagina Mediana Normalidad Mann Withnney
SI 6 0.000
0.151
NO 87 0.000

No se encontrd diferencias significativas en la concentracion de ADN entre las
pacientes que habian tenido alguna infeccion vaginal durante el ultimo afio y

las que no.

8. DISCUSION DE RESULTADOS

A partir de la década de los afios ochenta se ha identificado al virus del
papiloma humano (VPH) como una causa necesaria pero no suficiente para
desarrollar la enfermedad; asi, Walboomers y colaboradores han reportado que
el cancer cervical invasor se asocia con la presencia de VPH en 99.7% de los
casos. Sin embargo existen otros factores que pueden estar relacionados a
esta enfermedad. Entre esos factores se encuentran el nivel socioeconémico
bajo; el inicio temprano de la vida sexual; el antecedente de haber tenido dos o
mas parejas sexuales; la edad temprana del primer embarazo; tres o mas
partos; el uso de anticonceptivos hormonales, y el tabaquismo®. Por lo anterior
en este estudio se quiso analizar el comportamiento de la concentracion de

ADN libre frente a estas variables al relizar este analisis se encontro que



ninguna de estas presentaba una asociacion, sin embargo cuando se observa
el comportamiento de la variable numero de compafieros sexuales con la
concentracion de ADN libre se evidencia que esta ultima presenta un
comportamiento exponencial, sin embargo no hay ningun reporte en la
literatura que sustente esto, pero si es importante tener encuenta esta variable
para futuros estudios que quieran evaluar la concentracion de ADN libre ya no
en lesiones precancerosas sino en cancer de cuello uterino, puesto que esta

puede ser una variable de confusion.

Otro aspecto importante a resaltar es la asociacion de la concentracion de ADN
libre con el grupo etareo, XiaoYan Zhong y colaboradores encontraron que la
concentracion de ADN libre de mujeres y hombres mayores de 60 afos, era
mas alta que en los otros grupos etareos'®, En este estudio se encontraron
diferencias significativas entre los grupos etareos Yy la concentracion de ADN

libre sin embargo solo se concluye esto con respecto a las mujeres.

El uso de anticonceptivos orales ha sido vinculado como un factor de riesgo de
cancer de cuello uterino. Estudios han reportado una relacion entre el uso de
anticonceptivos orales y la alta positividad de ADN de VPH, la explicacion de
esto es porque la regién larga de control, LCR por las siglas en inglés, en el
genoma del VPH, contiene elementos de respuesta a glucocorticoides,
inducibles por hormonas esteroidales como la progesterona (componente
activo de los anticonceptivos orales) y la dexametasona.?’ Sin embargo en el
presente estudio no se encontré6 una asociacion del uso de anticonceptivos
orales con la concentracion de ADN libre en pacientes con lesiones

precancerosas de cuello uterino.

Magnusson y colaboradores en el 2000, reportaron que la predisposicion
genética representa el 27% del efecto de los factores subyacentes para el
desarrollo del tumor de cuello uterino. La herencia afecta la susceptibilidad a la
infeccién por VPH, la capacidad para resolverla y el tiempo de desarrollo de la
enfermedad.® Por consiguiente en este estudio se quiso evaluar si la

concentracion de ADN libre se encontraba asociada a el factor hereditario pero



no se encontrd una relacion del factor hereditario con la concentracion de ADN

libre.

Hongbin Cao y colaboradores, evaluaron el cambio en el numero de copias de
ADN de VPH durante la quimioterapia de pacientes con cancer oro faringeo en
los que se observo una disminucién en los niveles de ADN de VPH.* asi
mismo en estudios previos en los que se evalué el numero de copias de ADN
de VPH en pacientes con céncer de cuello uterino se observo que el numero
de copias elevado estaba asociado con tumores invasivos y ultimos estadios
de cancer.* sin embargo en el presente estudio no se encontré relacién entre
la concentracién de ADN libre y las diferentes etapas pre-cancerosas de cuello
uterino la explicaciéon a este hallazgo puede ser que la concentraciéon de ADN

libre sirve como marcador en pacientes con ultimos estadios de cancer.

Los serotipos con mayor prevalencia en Colombia son el 16 y el 18*, en el
presente estudio estos aparecon mayor frecuencia, los cuales corresponden
con lo reportado por Molano y colaboradores quienes reportaron en 2005 que
los serotipos de alto riesgo mas comunes encontrados en el estudio fueron
VPH 16(16.3%), 58 (6.2%), 56 (3.6%), 18 (0.3%) y 51 (2.9%). Sin embargo
estos no presentan ninguna asociacion con la concentracion de ADN libre es

importante evaluar esta asociacion estadios avanzados de cancer cervical.

En el reporte presentado por Molano y colaboradores que la edad y el numero
de compafieros sexuales fueron los principales determinantes de la incidencia
de infeccion por VPH* y en el presente estudio la edad presento una
asociacion significativa con la concentracion de ADN siendo las pacientes del
grupo de 18-27 afios quienes tenian mayor concentracion de ADN comparado
con lo reportado por Molano y colaboradores quienes indican que las pacientes
<20 son las que presentaron mayor incidencia de infeccion por VPH.
Adicionalmente pese a no encontrar diferencias significativas entre la
concentracion de ADN y el numero de compafieros sexuales si se observo que
hay una tendencia al aumento en la concentracion de ADN, con el aumento en
el numero de compafieros sexuales, y Molano y colaboradores observaron que

a mayor numero de compafieros sexuales mayor es la incidencia de infeccion



por VPH, lo cual nos permite inferir que es posible que la concentracion de
ADN libre puede estar relacionada con la infeccion por VPH y estas variables

son una relacion indirecta de ellio*.

8.1.

CONCLUSIONES
¥ La concentracion absoluta de ADN libre en plasma en este estudio no
tiene un valor predictivo para diferenciar los tipos de lesion pre-

neoplasica de cuello uterino.
&Il - - - -
W Los serotipos de VPH no presentan ninguna asociacion con la

concentracion de ADN libre en plasma en pacientes con lesiones pre

cancerosas de cuello uterino.

RECOMENDACIONES.
% Determinar el rango normal de ADN libre en plasma de individuos sanos

8.2.

en la poblacién Bogotana

W Realizar un estudio con un n muestreal mas grande incluyendo
pacientes con citologia normal, cancer cervical.
¥ Establecer si hay una asociacion entre la concentracion de ADN libre y

la incidencia de infeccion por VPH.
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ANEXOS

Anexo 1.Tabla de variables

Variable Nombre Indicador Codificacion/ Naturaleza y
Unidad de Nivel de
Medida Medicion
Lesion LIEBG Cualitativa
Intraepitelial de Ordinal
Grado de Bajo grado.
Lesion Lesion
Precancerosa. precancerosa Lesion LIEAG Cualitativa
Intraepitelial de Ordinal.
Alto grado
Sin Lesién SIN LIE Cualitativa
Intraepitelial ordinal.
Maxima
Concentracion ADN Concentracion ng/ul Cuantitativa
De ADN Libre Minima de razoén.
Concentracion
45 serotipos de | 1: presente Nominal
Serotipo VPH VPH O:ausente Dicotomica
VPH
Edad Edad del Edad Edad en afios | Cuantitativa
paciente cumplidos Razon.
Estrato Estrato
Socio socioeconomico Estrato lab6 Cualitativa
Econdmico de la vivienda ordinal
del paciente
Nominal
Antecedentes Antecedente Céancer 1. No dicotomica
Familiares de cancer Familiar 2.Si
en la familia
Edad de Inicio sexual Edad inicio Edad en Cuantitativa
Inicio sexual. afios de razon.
l.1a2 Cualitativa
Numero N° de Comparfieros 2.3a4 ordinal
comparfieros compafieros Sexualesenla [3.5a6
sexuales vida 4. mas de7
1. Si
Uso de Anticonceptivos ACO 2. No Nominal
Anticonceptivos Dicotomica




Indicador

Codificacion/

Naturaleza y

Unidad de unidad de
medicion
Enfermedad Enfermedades 1.Si
de Transmitidas ETS 2. No Dicotomica
Transmisién Via sexual nominal
sexual
Namero de Cantidad de Embarazos Namero Cuantitativa
Embarazos embarazos de razon.
Edad al Edad Edad en afos Cuantitativa
Primiparidad Primer Parto de razon.
parto
1. No
Citologias Citologias Citologias 2.Si Dicotomica
Previas Realizadas nominal

Anteriormente




ANEXO 2

CUANTIFICACION DE ADN LIBRE EN PLASMA COMO MARCADOR MOLECULAR
EN PACIENTES CON LESIONES INTRAEPITELIALES DE BAJO Y ALTO GRADO Y
CANCER CERVICAL

CONSENTIMIENTO INFORMADO

La Universidad Nacional de Colombia en asocio con el Hospital de Engativa estan
realizando un estudio en cuantificacion de ADN libre encontrado en plasma de
voluntarios sanos y pacientes con lesiones intraepitelilales de bajo y alto grado y cancer
cervical, para determinar su valor pronostico.

Su colaboracion es de vital importancia para nosotros, porque la investigacion en la
cual participa traera consigo beneficios para la comunidad en general.

Si Usted tiene a gusto colaborar su participacion consiste en:
1. Permitir la toma de una muestra de sangre, la cual sera tomada por personal
experto y entrenado para tal fin.
2. Autorizar la revision de su historia clinica.
3. Autorizar el procesamiento de las muestras para el estudio.

La decision que Usted tome es voluntaria y no influira en el tratamiento que recibe en
ésta institucion.

NOMBRE DEL PACIENTE:
HC:

DIAGNOSTICO:

FECHA:

Luego de conocido el objetivo de la presente, yo
identificado con C.C.

acepto mi participacion voluntaria en el estudio a realizar.

Firma Fecha




ANEXO 3

TITULO: CUANTIFICACION DE ADN LIBRE EN PLASMA COMO MARCADOR
MOLECULAR EN PACIENTES CON LESIONES INTRAEPITELIALES DE BAJO Y
ALTO GRADO Y CANCER CERVICAL

Las preguntas que se presentan a continuacion corresponden a una informacion
requerida para la realizacion de un estudio que se llevara a cabo en la Universidad
Nacional. Agradecemos de antemano su colaboracion.

Namero de EncuestaD D D Fecha: [ 1 dL’ I ] ’ I I I ]

mm aaaa

Caracteristicas sociodemograficas

Nombres y Apellidos:

Teléfono residencia: | |
L]

Regién de procedencia: D

Teléfono oficina:

1. Andina 2.Pacifica  3.Oriental 4.Caribe 5.Amazonia
6. Insular

Género: D
Edad: | | |
Estrato: D

1.1 20 3.1 4.1V 5V 6.VI 7.NS

Namero de personas del grupo familiar: D:]
Nivel de escolaridad: D

1. Primaria incompleta 2. Primaria 3. Secundaria Incompleta
4. Secundaria 5. Técnica 6. Universitaria Incompleta
7. Universitaria 8. Postgrado

Antecedentes Familiares:

¢(Algin miembro de familia hasta tercer grado de consanguinidad ha

presentado cancer?
1. No 2.Si  3.NS



Cuantos:

Cual(es):

¢Algin miembro de su familia hasta tercer grado de consanguinidad ha padecido

cancer de cuello uterino? ’:]
1. No 2. Si 3. NS
Cuantos:
Cual(es):
(A que edad se inicié sexualmente? anos

¢Cuantos compaiieros sexuales ha tenido? D
1. 1a2 2. 3a4 3. 5a6 4. Masde7 5. NS
Antecedentes clinicos:

¢Durante los altimos 15 dias ha tenido medicacién?:

1. No 2.Si 3.NS D
¢Cual(es)?

Ha ingerido anticonceptivos D
1. No 2.Si 3.NS

¢Via(s) de administraciéon?
¢Durante cuéanto tiempo?

¢Ha padecido alguna enfermedad de transmisién sexual? I:]
1. No 2.Si 3.NS

¢Cual(es)?

Namero de embarazos: ED
Numero de abortos: | [ ]

Nuamero de hijos: [:D

¢Ha que edad tuvo su primer parto? anos



¢Ha sufrido en el Gltimo afo de infeccién vaginal? l:]
1. No 2.Si 3.NS

DIAGNOSTICO

Diagnéstico de la citologia:
Células escamosas:

asc-us || ascul ] tsit [ lusit [ Jcaescamoso [
Células Glandulares:

Células endocervlcales’:l Células endometriales D

Células glandulares[:] Adenocarcinoma D

Observaciones:

Citologias previas: l:l
1. No 2.Si 3.NS

Cuantas:
Diagnéstico de las citologias previas.

Diagnéstico de la biopsia:
Negatlvo|:| NICID NICIID NICIlI D Ca escamosoD

Observaciones:

Diagnéstico de la colposcopia:
Negativo | LiEBGL | LEAG [ ccuinvasivol

Observaciones:
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» NACIONAL
¥ DE COLOMBIA
* SEDEBOGOTA

COMITE DE ETICA FACULTAD DE
CIENCIAS

Y
Loss

Bogota, Agosto 29 de 2007

Profesor
FABIO ANCIZAR ARISTIZABAL

Departamento de Farmacia
Facultad de Ciencias
Ciudad

Respetado Profesor.

Atentamente le comunico que el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias, en reunién
realizada el dia 29 de Agosto de 2007 (Acta 03), evalud aspectos éticos del proyecto de
investigacién presentado por usted como investigador principal.

Como resultado de esta revisién, el Comité considera que el proyecto cumple con los
aspectos éticos basicos. Para los fines pertinentes, se transcriben las observaciones vy el
concepto final.

Proyecto: Deteccion, tipificacion y estado de integracion del virus del Papiloma humano
(VPH) en plasma sanguineo y tejido cervical de pacientes con lesiones preneoplasicas y
neoplasicas de cuello uterino.

Observaciones: Contempla la participacién de pacientes, toma y manejo de muestras
biolégicas. Aplica el consentimiento informado y los principios de privacidad,
confidencialidad y uso de la informacién sélo con fines investigativos. Se cifie a la
resolucién 8430 de 1993 (Min. Salud). El trabajo corresponde a una investigacién con
riesgo minimo y contempla la préctica de esquemas rigurosos de bioseguridad.
Concepto: Aprobatorio.

Cordialmente

LUIS ANDO OSPINA G.
Coordinador
Comité de Etica

5

CONSTRUYENDO NACION

Carrera 30 NO. 45 03, FACULTAD DE CIENCIAS Edificio 450 piso, 2 Oficina 200
Teléfono: (3165080))- Conmutador: (3165000) (1) extension | 4640

Telefax: 3165060

depfarmac_fcbog®unal.edu.co

Bogota, Colombia, Sur América







