1. INTRODUCCION

El cancer de cuello uterino (CCU) es la tercera neoplasia mas comun en mujeres
alrededor del mundo, principalmente durante la edad fértil (15-44 afos); se estima que
cada afio 530,000 mujeres son diagnosticadas con CCU y de éstas, 275,000 mueren. Del
total de casos, el 85% ocurren en paises en vias de desarrollo de Africa, Asia y
Latinoamérica, en donde se presentan alrededor de 453,000 casos y 242,000 muertes
anuales (GLOBOCAN 2008; Ferlay et al. 2010).

En Colombia, la incidencia anual de CCU se estima entre 32.9 a 36.4 casos/afio/100,000
mujeres, y la mortalidad es de 18.2 casos/afio/100,000 mujeres, lo cual representa un
grave problema de salud publica (Pardo et al. 2003; Bermudez 2005; WHO 2007). Para el
2004, la infeccién por VPH reportada fue de 6.2 casos/100 mujeres, con mayor
prevalencia en mujeres menores de 20 afios (Munoz et al. 2004; Molano et al. 2005). Este
tipo de céancer se presenta con mayor frecuencia en mujeres de bajo nivel
socioecondémico, limitado o nulo acceso a informacion de programas de promocién vy
prevencién en salud, o en condiciones de desplazamiento forzado (Pardo et al. 2003;
Bermudez 2005)

La evidencia indica que ciertos tipos de Virus de Papiloma Humano (VPH) conocidos
como de alto riesgo (VPH-AR) son la principal causa de CCU (detectandose ADN-VPH en
99.7% de mujeres con CCU) (Walboomers et al. 1999; Munoz et al. 2006). De los 200
tipos virales identificados hasta el momento, 15 han sido clasificados como VPH-AR (de
Villiers et al. 2004). Los tipos comunmente encontrados son VPH-AR-16, -18, -45, -31, -
33, -52, -58 y -35, (asociados con ~90% de CCU a nivel mundial) (Clifford et al. 2003;
Clifford et al. 2006).

La mayoria de infecciones causadas por VPH-AR son transitorias (el 80% desaparece
entre 6 a 8 meses después de la infeccién, sin causar lesién), mientras que un 20% no
son depuradas eficientemente por el sistema inmune y se mantienen persistentes, lo que
se ha sido sugerido como un factor relacionado con la progresion de lesiones
precancerosas que conllevan al desarrollo de neoplasia malignas (Burd 2003; Moscicki et
al. 2006).



El desarrollo de CCU requiere de una infeccién previa con VPH, pero la presencia de éste
en el organismo, no conlleva obligatoriamente a la enfermedad. Existen varios factores de
riesgo asociados al huésped que potencian el desarrollo de este tipo de cancer, dentro de
los cuales se encuentran: la edad, el nimero de compafieros sexuales, la edad de inicio
de las relaciones sexuales, la cantidad de partos y abortos, el consumo prolongado de
anticonceptivos orales, el tabaquismo, una alimentacién deficiente y factores genéticos.
Como factores de riesgo asociados al virus se encuentran: la carga viral y las infecciones
multiples o coinfecciones (no sélo con otras familias de virus (Herpesvirus, VIH), sino
también con diferentes tipos de VPH) (Burchell et al. 2006; Almonte et al. 2008).

Las infecciones con mas de un tipo de VPH de manera simultanea (coinfecciones), han
sido vinculadas al desarrollo de lesiones de mal prondstico, cominmente en mujeres con
una baja respuesta inmune (Jacobs et al. 2000). Sin embargo, no esta claramente
definida esta asociacion en mujeres inmunocompetentes (Rousseau et al. 2003). El
interés en estudiar las infecciones mdltiples se disminuyd, dado que se propuso la
clonalidad del cancer cervical (Woodman et al. 2007); sin embargo, se ha sugerido que
las infecciones mudltiples favorecen las condiciones para que un solo tipo viral logre una

maxima expresion y colonice el tejido cervical (Mejlhede et al. 2010).

Estudios previos realizados para Colombia han mostrado prevalencias de infeccién viral
diferentes dependiendo del origen de las mujeres analizadas; el primero fue realizado con
poblacion femenina de la ciudad de Bogota, en el cual se reportaron prevalencias de
infeccion del 14.8%, mientras el segundo estudio se realiz6 en el departamento de Cauca,
mostrando frecuencias de infeccion mas elevadas. Las diferencias pueden deberse a la
inclusion en el dltimo estudio de un grupo de poblacién rural — urbana, que ademas
estaba expuesta a otros factores de riesgo (exposicion a carcinGgenos quimicos).
Considerando que los trabajos antes mencionados no incluyen poblacion con un
componente socio-cultural y étnico diverso, y teniendo en cuenta que la distribucién de las
infecciones por VPH vy tipo-especificas varia segun las regiones y grupos étnicos
analizados (Kenney 1996; Fuessel Haws et al. 2004), resulta de vital importancia llevar a

cabo estudios en nuestro pais que incluyan grupos poblacionales mas heterogéneos.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El CCU representa un grave problema de salud publica en nuestro pais (Parkin et al.
2008). Para el afio 2002, la incidencia anual de CCU fue de 36.4 casos/100,000 mujeres y
de infeccién por VPH de 6.2 casos por 100 mujeres, de los cuales 5.0 casos involucraban
tipos virales de alto riesgo y 2.0 casos tipos de bajo riesgo (Munoz et al. 2004). Ademas,
un 20 al 30%, presentaron infeccién por varios tipos de VPH simultaneamente (Liaw et al.
2001) (Mendez et al. 2005).

En la historia natural de la infeccién por VPH, ha sido descrito que del total de mujeres
que algin momento de su vida tienen contacto con el virus, un 20% mantienen la
infeccion, de éstas, luego de un largo periodo de persistencia (que puede durar de 7 a 10
anos), entre el 20% al 40% desarrollan lesiones preneoplasicas que progresaran a CCU
(zur Hausen 2002; Burd 2003). No obstante, la transformacion celular causada por el virus
es detectada cuando cambios morfoldgicos importantes ocurren; esta deteccién se realiza
a través del test de Papanicolaou (Pap), el cual se considera como prueba de oro para la
identificacion de anormalidades a nivel celular (Hartikainen 2001).

Se han disefiado diferentes métodos complementarios al test de Pap, que permiten
identificar infecciones virales en cualquier momento del ciclo de vida del VPH (Molijn et al.
2005). Dentro de éstos, la PCR (de la sigla en inglés: Polymerase Chain Reaction) es una
técnica de biologia molecular que ha mostrado ser un método sensible, utilizado en la
identificacion vy tipificacion de VPH, tanto en estudios clinicos, como epidemioldgicos
(Husnjak et al. 2000; Hubbard 2003; Chaiwongkot et al. 2007; Depuydt et al. 2007) .

Algunos estudios se han llevado a cabo en nuestro pais empleando esta metodologia. En
un estudio cohorte llevado a cabo en la ciudad de Bogot4, se encontrdé una prevalencia
viral de 14.8%, con picos de infeccibn en edades extremas (menores de 19 afios y
mayores de 50 afios) y una prevalencia de coinfeccion (infeccion por més de un tipo viral
simultdneamente) del 25% aproximadamente (Molano et al. 2002; Munoz et al. 2004;
Mendez et al. 2005).

La importancia de identificar las infecciones multiples radica en que se ha descrito que el

riesgo de adquirir un VPH aumenta cuando se tiene una infeccion de base, sin que los



tipos involucrados presenten una relacion filogenética estrecha (Thomas et al. 2000;
Mendez et al. 2005). Ademas, no ha sido claramente establecida la relacion entre las
coinfecciones y el riesgo de desarrollar lesiones cervicales (Rousseau et al. 2003;
Mejlhede et al. 2009).

Otro estudio llevado a cabo en el departamento de Cauca, que incluia tanto poblacion
urbana como rural, encontré6 una frecuencia de infeccion por VPH mayor. Los autores
reportaron que en los casos (mujeres con lesiones intraepiteliales escamosas de alto
grado y carcinoma in situ), se encontraron frecuencias virales del 91% y en los controles
(mujeres con un hallazgo citol6gico negativo para lesiones) la prevalencia viral fue del
39%. Estas prevalencias se justificaron bajo la premisa que el grupo analizado presentaba
caracteristicas de riesgo como bajo nivel socio-econémico, multiparidad y exposicién a
carcindgenos (uso de lefia como combustible) (Sierra-Torres et al. 2006; Sierra-Torres et
al. 2006).

Aunque estudios similares se han llevado a cabo en Colombia, el objetivo del presente
trabajo fue establecer la prevalencia de infeccion de dos VPH-BR-6/-11 y seis tipos de
VPH-AR-16, -18, -31, -33, -45 y -58, en cinco ciudades de distintas regiones del pais, con
el fin de incluir un grupo de mujeres con caracteristicas econémicas (principalmente de
bajo estrato), demograficas y socio-culturales diferentes, principalmente pertenecientes a
grupos poblacionales considerados vulnerables, y cuyos perfiles epidemiolégicos no

hubiesen sido descritos previamente.

Con estos datos, se pretende contribuir al conocimiento del comportamiento de algunos
tipos de VPH-AR y VPH-BR en paises en via de desarrollo. Adicionalmente, proporcionar
evidencia que permita, a futuro, medir el impacto de las diferentes vacunas, de acuerdo a

la poblacién blanco en la cual se aplican.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de infeccién, coinfeccion, la distribucion tipo-especifica del virus
del Papiloma, y evaluar factores de riesgo asociados en mujeres Colombianas
provenientes de cinco ciudades ubicadas en diferentes regiones geograficas, con

caracteristicas econdmicas, culturales y socio-demograficas diferentes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar las caracteristicas socio-demograficas de las mujeres que participan

en este estudio.

» ldentificar la presencia de ADN de VPH, a través de la técnica de Reaccién en
cadena de la polimerasa, con el uso de dos tipos de cebadores genéricos
(GP5+/6+y MY09/11).

» Establecer la prevalencia de infeccion y coinfeccion (definida como infeccién por

mas de un tipo viral simultdneamente).

» Describir en cada ciudad evaluada, la distribucion tipo especifica de seis tipos de
VPH-AR-16, -18, -31, -33, -45 y -58, y dos tipos de VPH-BR-6/-11.

» Analizar la eventual asociacion entre los factores de riesgo y la presencia de

infeccion y coinfeccion con VPH.



4. MARCO TEORICO
4.1 Cancer de Cuello Uterino

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento descontrolado y
proliferaciébn anormal de las células. De los diferentes tipos de cancer que afectan a las
mujeres, el de cuello uterino (CCU) es una de las enfermedades mas frecuentes
(Bermudez 2005). Esta patologia aparece en la union escamocelular entre el epitelio
columnar del endocervix y el epitelio escamoso de la ectocervix, donde ocurren los

cambios metaplasicos.

En la poblaciéon general, se presenta como el séptimo cancer mas comun, ocupando el
tercer lugar dentro de los canceres femeninos. Para el afio de 2008 fueron reportados
cerca de 530,000 casos nuevos y 275,000 muertes por esta causa (Figura 1) (Ferlay et al.
2010). Del total de casos reportados, el 85% (453,000 casos y 242,000 muertes) se
observan en los paises en vias de desarrollo del Africa, Asia Sur-Central, Melanesia,

América Latina y el Caribe.

En el 2008, los paises latinoamericanos reportaron una incidencia de 68,220 casos (tasa:
23.5 caso0s/100,000 mujeres) y una mortalidad de 31,712 casos (tasa: 10.8 casos/100,000
mujeres) (GLOBOCAN 2008). Para Colombia el panorama no es diferente, esta patologia
es catalogada como un grave problema de salud publica, ya que la mortalidad por CCU
constituye la cuarta causa a nivel general y la segunda mas frecuente en mujeres
(después del cancer de mama), siendo la incidencia para el pais de 6,815 casos (tasa:
36.4 caso0s/100,000 mujeres) con una mortalidad de 3,296 casos (tasa: 18.2
casos/100,000 mujeres) (Parkin et al. 2008).
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Fig 1. Mapa de las tasas de incidencia estimada de cancer de cuello uterino en el mundo
(GLOBOCAN 2008).

Multiples estudios indican que ciertos tipos de Virus de Papiloma Humano (VPH)
conocidos como de alto riesgo (VPH-AR) son la principal causa de CCU; en mujeres con
este tipo de cancer, se ha detectado el ADN del virus en un 99.7% de los casos
(Walboomers et al. 1999). Del total de tipos caracterizados hasta el momento (200 tipos
de VPH), cerca de 40 infectan el tracto genital y de éstos, 13 tipos son considerados
oncogénicos (con capacidad para inducir cambios metaplasicos) (de Villiers et al. 2004;
Cogliano et al. 2005). Los tipos de virus méas prevalentes son VPH-AR-16, -18, -45,- 31, -
33, -52, -58 y -35, responsables del 90% de los casos de cancer de CCU (Munoz et al.
2006).

Del total de mujeres que en algun momento de su vida tienen contacto con el virus, el
80% logran depurar eficientemente la infeccion, desapareciendo en un lapso de 6 a 8
meses; el 20% restante, la mantendra persistentemente y desarrollara lesion intraepitelial

de bajo grado (LSIL, de la sigla en inglés: Low grade Squamous Intraepithelial Lesion). De



este ultimo grupo, entre un 20 a 40% progresaran a lesiones intraepiteliales de alto grado
(HSIL, de la sigla en inglés: High grade Squamous Intraepithelial Lesion) (Burd 2003;
Moscicki et al. 2006).

Debido a que la infeccion viral activa no presenta sintomas, la presencia del VPH es
determinada cuando ocurren cambios morfolégicos a nivel celular, los cuales son
identificados a través del test de Pap. Este fue introducido hace mas de 60 afios y con su
aplicacion a grandes masas de poblacién se ha producido una importante disminucion en
la incidencia de CCU (Arbyn et al. 2008), por lo gue se ha constituido como la herramienta

principal para la deteccién de anomalias a nivel celular en el cuello uterino.

A pesar de su bajo costo y su elevada especificidad (95-98%), el test de Pap presenta tres
grandes problemas: primero, su sensibilidad es muy baja y variable (de un 41 — 73%), lo
que se ha tratado de solucionar realizando citologias anuales en esquema 1: 1: 3 (Olmos
et al. 2007; Cuzick et al. 2008), el segundo problema es que se ha reportado que la
cobertura de la citologia en paises como Colombia es alrededor de un 10%, lo que hace
que la morbilidad y mortalidad del cancer de cuello uterino sea alta, y en tercer lugar, el
reporte de falsos negativos es variable (hay mujeres con lesiones precancerosas que no

son detectadas con el test de Papanicolaou) (Ojeda et al. 2008).

En los dltimos afios, se han desarrollo métodos complementarios al test Pap, basados en
técnicas de biologia molecular que permiten la deteccion del ADN viral y son empleados

con fines clinicos y de investigacion; de estos métodos se hablard méas adelante.
4.2 Virus del Papiloma Humano

La naturaleza infecciosa de este virus fue corroborada en el afio de 1930, cuando se
caracterizd el primer modelo mamifero con cancer, causado por este virus (virus de
papiloma Shope). En 1960, las investigaciones avanzaron hacia el estudio de la
replicacién del virus del papiloma humano, seguidas de la hip6tesis postulada por el
médico Aleman Harald Zur Hausen en 1976, que mostraba al VPH como el agente causal
del CCU; finalmente, este mismo cientifico en 1983, demostr6 la presencia de ADN de
Virus de Papiloma Humano en las lesiones precursoras del cancer genital (zur Hausen
1976; Ikenberg et al. 1983; Knipe et al. 2006).



Los virus del papiloma humano son miembros de la familia Papillomaviridae; estos virus
son pequefios (diametro de 60 nm), replican su genoma dentro del nucleo de las células
del huésped infectado, carecen de envoltura y poseen una capside icosaédrica que esta
compuesta por 72 capsomeros (60 hexameros y 12 pentameros) (Knipe et al. 2006).

El genoma del VPH consiste en una Unica molécula de ADN bicatenario circular, que
contiene aproximadamente 8,000 pb (de Villiers et al. 2004); estd compuesto por ocho
marcos de lectura abiertos (ORF, de la sigla en inglés: Open Reading Frames) que son
expresados a partir de ARNm policistronicos (Longworth and Laimins 2004). Se ha
dividido en tres regiones mayores: una region codificante para proteinas tempranas (E:
del inglés Early) de aproximadamente 4kb, que genera las proteinas no estructurales
necesarias para los procesos de replicacién, trascripcion y cito-transformacién; una region
de proteinas tardias (L: del inglés Late) de ~3kb, que codifica para dos proteinas
estructurales de la capside; y una region larga de control (LCR de la sigla en inglés: Long
Control Region) de ~1kb, que no codifica para ninguna proteina viral, pero contiene

elementos reguladores de la expresion y transcripcién viral (Figura 2) (Villa 2006).
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Fig 2. Organizacién del genoma del virus del papiloma humano tipo 16 (Lopéz and Lizano
2006).



4.2.1 Proteinas E1y E2 del Virus del Papiloma Humano

E1 y E2 juegan un papel importante en la replicacion del genoma viral y en la
conservacion del estado episomal (estado latente). La proteina E1 cumple funciones de
helicasa y ATPasa, reconociendo secuencias ricas en AT en los origenes de la replicacion
del VPH, préximas a los sitios de transcripcion temprana (Hughes and Romanos 1993),
ademas permite la union a la ADN polimerasa (ayudando a reclutar el complejo de
replicacion celular) e interviene en el posicionamiento de los nucleosomas (permitiendo

una mayor eficiencia de la horquilla de replicacién) (Swindle and Engler 1998).

La proteina E2 es requerida tanto en la replicacion del ADN viral como en el control
transcripcional, principalmente en los VPH-AR, donde ademas tienen la capacidad de
actuar como activador de la transcripcion. Otra de sus funciones es la de asociarse con la
helicasa de ADN viral E1, lo que resulta necesario para el reconocimiento eficiente del
origen y replicacion del genoma viral (Munger et al. 2004). E2 se une al ADN como un
dimero a través del dominio C-terminal de la proteina, mientras que E1 se une débilmente

como un hexamero, afinidad que se incrementa en presencia de E2 (Dixon et al. 2000).

Dimeros de E2 se unen a secuencias palindrémicas consenso (ACCNgGGT) conocidas
como de unién a E2 (E2BSs, de la sigla en inglés E2 Binding Sequences), las cuales se
encuentran tanto en la LCR como flanqueando secuencias de reconocimiento del origen
de replicacion de E1 (McBride et al. 1991). Cuando E2 se encuentra en bajas
concentraciones, promueve la expresion de otros genes tempranos, mientras que cuando
su concentracion aumenta, estos genes son reprimidos (interfiere en la union de factores
de transcripcion), lo que contribuye al control del nimero de copias virales en las células
en diferenciaciéon. El control transcripcional de las proteinas E1 y E2 se establece de
acuerdo al estado de diferenciacion celular (Klumpp and Laimins 1999; McMurray et al.
2001).
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4.2.2 Proteinas E4 y E5 del Virus del Papiloma Humano

La proteina E4 se expresa abundantemente en las etapas tardias del ciclo viral, su ORF
es traducido como una fusién con los primeros aminoacidos de la proteina E1, lo que
genera una proteina de fusion conocida como E17E4, esto se debe a que el ORF de E4
carece del codon de iniciacion de la traduccion, por lo que emplea la secuencia de E1
para iniciar este proceso (Knipe et al. 2006). En la fase tardia del ciclo viral, esta proteina
de fusion es sintetizada y se localiza en los filamentos intermedios de queratina del
citoplasma causando el colapso de éstos, lo que ha sido relacionado con la liberacién de
los viriones. La expresion de E4 precede la sintesis y el ensamblaje de las proteinas
estructurales del virus, por lo que el facilitar la salida viral, se ha sugerido como una de
sus funciones (Doorbar 2005). Adicionalmente, en virus de alto riesgo, esta proteina
contribuye a la regulacion de la expresion de genes, puesto que interactia con la ARN
helicasa (E4-DBD), involucrada en el splicing, transporte y la traduccion del ARNm
(Yoshioka et al. 2000).

La proteina E5 viral esta localizada corriente abajo de E2 a nivel genémico y no es
conservada entre los distintos tipos de VPH. Se ubica principalmente en el reticulo
endoplasmético y el aparato de Golgi, pero también en la membrana citoplasmatica,
donde interactia con algunos receptores de crecimiento celular, como el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR). La sobreexpresion de E5 aumenta la
fosforilacion del receptor de EGFR, impidiendo la degradacion de éste, y como
consecuencia de estas interacciones, ocurre la inhibicion de la acidificacion de los

endosomas de la célula huésped (McMurray et al. 2001; Christensen 2002).

4.2.3 Proteinas E6 y E7 del Virus del Papiloma Humano

La oncoproteina E6 induce cambios importantes en las células del hospedero y coopera
con E7 para la accién transformante e inmortalizante. La accion mas importante de E6 en
los VPH-AR es inhibir la funcion de P53. Se expresa de manera temprana durante la

infeccion viral, cumpliendo varias funciones que alteran la morfologia e incrementan la
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vida celular por activacion de la telomerasa y la transcripcion de genes celulares a través

de la interaccién con p300/CBP (coactivador de p53) (Ganguly and Parihar 2009).

Normalmente, las células infectadas con agentes patdégenos actlan para prevenir la
propagacion de éstos a las células vecinas a través de la activacion de las vias de
apoptosis; no obstante, muchos virus han desarrollado mecanismos para bloquear la
induccién de la apoptosis. Este mecanismo es empleado por el VPH, llevado a cabo por la
proteina E6, la cual, para superar las actividades pro-apoptéticas de p53, se une a ella en
un complejo con la ubiquitina ligasa E6AP; la formacién de este complejo resulta en la
ubiquitinacion de p53 y su posterior degradacion por el proteasoma 26S (Huibregtse et al.
1993; McMurray et al. 2001). La proteina p53 (caracterizada como un supresor tumoral)
regula distintos puntos de control del ciclo celular en fases de G1/S y G2/M, lo que resulta
en la supresién de estos controles y trae como consecuencia cambios morfolégicos
celulares rapidos, duplicaciones y anomalias cromosémicas (Thompson et al. 1997; Knipe
et al. 2006).

La segunda oncoproteina importante en el ciclo de vida de VPH es la E7, siendo su
principal funcién la de asociarse con las proteinas de la familia pRB. La unién E7-pRB es
mediada a través de tres regiones conservadas presentes en todas las proteinas E7 de
los VPH-AR: CR1 en el N-terminal, CR2 que se une mediante el motivo LXCXE y CR3
gue contiene dos dedos de zinc (Munger et al. 2004).

La union de E7 a la forma activa de pRB ocasiona degradacion de ésta a través de la via
ubiquitina-proteasoma, conduciendo a la liberacion de los factores de transcripcién E2F, lo
qgue promueve el progreso de la fase S del ciclo celular, y la activacién de los genes
involucrados en la sintesis de ADN (Munger et al. 2001). E7 también se asocia con otras
proteinas tales como las histona desacetilasas, AP1 e inhibidores de los complejos CDK,
como p21 y p27. Una de las propiedades importantes de esta oncoproteina viral es su
capacidad de inducir inestabilidad genomica, llevando a aneuploidias (alteraciones
cromosomicas numeéricas); su expresion es suficiente para inducir un incremento en el
namero de centrosomas anormales, que son los principales centros de la organizacion de
los microtubulos y que coordinan la segregacion de los cromosomas a las células hijas

durante la division celular (Duensing et al. 2000; Knipe et al. 2006).
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4.2.4 Proteinas L1y L2 del Virus del Papiloma Humano

Los genes tardios codifican para las proteinas mayores de la capside viral (L1 y L2), las
cuales son sintetizadas en la fase final del ciclo viral y son las responsables del ensamble
de los nuevos viriones en las capas cutaneas superiores; estas dos proteinas se pueden
generar in vitro en una variedad de sistemas de produccion y se auto-ensamblan como
particulas semejantes a virus (VLP, de la sigla en inglés: Virus-Like Particles) (Lowe et al.
2008).

La proteina principal de la capside es L1, que comprende mas del 90% y es el principal
componente de la superficie del virus. Esta es expresada después de L2 y su unién tiene
consecuencias importantes para el empagquetamiento del ADN viral; L1 y L2 interactdan a
través de un dominio hidrofébico en una regién cercana al carboxi-terminal de L1 (Doorbar
2005).

La proteina L2 despliega un dominio de unién al ADN del virus y a un epitope expuesto en
la superficie, que media especificamente en el reconocimiento inmune (Jagu et al. 2009).
Estudios recientes indican que la proteina L2 también pueden unirse a la superficie
celular, lo que resulta en su internalizacion, sugiriendo el papel de ésta como facilitador de
la infeccion a través de la interaccion con receptores secundarios (Kawana et al. 2001).
También se ha descrito que participa en varios pasos durante la entrada del virus a las
células huésped, incluyendo funciones como la induccién de cambios conformacionales
de los viriones unidos a la célula, la ruptura de membranas endosomales y el trafico

subcelular del genoma viral (Kamper et al. 2006).

4.3 Ciclo de Vida del Virus del Papiloma Humano

El ciclo de vida del VPH esté estrechamente vinculado al programa de diferenciacién del
epitelio infectado (Figura 3). El transporte nuclear del genoma viral depende de una
variedad de procesos que incluyen: la union a los receptores celulares, la fusién o
penetracion a través de la membrana plasmética o endosomal, el transporte endosomal,
la interaccion con el citoesqueleto celular, los eventos de desensamblaje viral, y por

altimo, la proliferacion (Whittaker 2003).

13



El ADN viral se mantiene en pocas copias en el nucleo de la célula infectada, tanto células
como virus son desplazados hacia la superficie del epitelio, debido a los procesos de
diferenciacion; cuando llega a las células terminales diferenciadas, los genes tardios son
expresados y la progenie del virus se produce; como los VPH son virus no liticos, la
progenie del virus se elimina al medio ambiente como una carga dentro de células
epiteliales escamosas (Munger et al. 2004).

Las etapas iniciales de la infeccion viral requieren la unién a receptores celulares, lo cual
ocurre en la capa basal de las células (células epiteliales que se dividen activamente) y la
entrada del virus se da por medio de una micro abrasién o micro trauma generado en la
zona de transformacion celular (Figura 3); una vez expuestas las células blanco de
infeccion y transformacién viral, hay dos posibles maneras de anclaje a la membrana
basal celular, una consta de estructuras de heparan sulfato (Shafti-Keramat et al. 2003) y
la otra se da a través de la internalizacién de viriones por endocitosis, a través de

vesiculas recubiertas de clatrina o caveolina (Smith et al. 2008).

Célula escasta madura .. INFECTADA NORMAL APC
v 090 W " e
LyL2 BN (, , Esta
. 0508 v ‘ "0 00 70 O\: 0 W
Celulg‘l‘.supfabml 0 00 0 0 0.0 C‘(’) : , :

‘/@\154 s 208%8g50° 0 o"f;j’k_o N _—
Episoﬁ;as EeyE? ‘@ 2 o808 8 i oK
virales % e g0 0 o

©eee® o
Células en ©® goe @ © / )
proliferacion @ @ [ofo ) e V. i ¥ b
— Células en prolferacion ... epitelal

‘ »-"'Eb Y E7 C I ; S v—l nus entra
@;E]ya cua\f [Clﬁ 1\1["{1. ‘
‘ ElyE2Fo § tavisdeu INFECTADA |« NORMAL
Episomas Virales ¥ o emo extraiio

0 microles

iﬂ
Fig 3. Organizaciéon del ciclo de vida durante la infeccion productiva (Lopéz and Lizano
2006).
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El transporte de la particula viral a través del endosoma se da por la actividad de las
proteinas Rab5 y Rab7 dependientes de GTPasa; Rab5 es la encargada de transportar y
fusionar el caveosoma con el endosoma temprano, y Rab7 fusiona el endosoma tardio
con el lisosoma, de manera que la particula del virus puede atravesar el citoplasma
celular (Smith et al. 2008). A medida que el endosoma temprano va madurando, ocurre
una acidificacién interna; en un pH acido se rompen los puentes disulfuro de las proteinas
L1 de la capside viral, dejando expuesto el ADN viral y la proteina L2 en el medio, esta
proteina tiene un péptido que desestabiliza la membrana endosomal y a medida que el pH
se acidifica, se encarga de extraer el ADN viral y dirigirlo hacia los receptores de
importacién nuclear para realizar el transporte del genoma viral a el nucleo celular
(Bordeaux et al. 2006; Kamper et al. 2006).

El transporte dentro y fuera del ndcleo ocurre a través de complejos de poro nuclear,
compuestos por karioferina alfa y beta (importinas). La subunidad alfa de karioferina
funciona como un receptor de la sefial de localizacién nuclear, mientras que la subunidad
beta media el acoplamiento hacia el poro nuclear. Durante el importe, Rab-GTP induce el
acople de las importinas para permitir la entrada de sustratos dirigidos a los dominios
nucleares, donde comienza la replicacion del ADN viral; una vez entra al nucleo, el
genoma viral utiliza la maquinaria celular para su replicacién, sintesis y expresion de las
proteinas tempranas (E1-E7) y las tardias (L1-L2) (Moroianu 1997; Doorbar 2005).

4.4 Clasificacion de la familia Papillomaviridae

Los tipos virales que integran la familia Papillomaviridae presentan una tasa de cambio
lenta, en donde los papilomavirus (PVs) mas alejados presentan aproximadamente un
50% de diversidad nucleotidica (Bernard 2005). Se han descubierto mas de 200 tipos
virales, de los cuales 118 han sido aislados, secuenciados por completo y agrupados en
géneros denominados por letras griegas, tales como alfa, beta y gama papilomavirus.
Esta clasificacion fue realizada con base en la homologia comparativa del ORF de L1, el
cual codifica para la mayor proteina estructural y la mas conservada entre los distintos

tipos de Papilomavirus (Figura 4) (Bernard 2005).
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La clasificacion con base en su homologia, permitié dividirlos en géneros, especies, tipos,
subtipos y variantes; los diferentes géneros comparten menos del 60% de identidad, las
especies de un género comparten una identidad de secuencia de 60 a 70% y los tipos
virales dentro de una especie comparten entre un 71 a 89% de identidad. Dentro de los
tipos pueden existir los subtipos, que comparten entre 90 a 98% de identidad, de los tipos
de VPH descritos, se conocen subtipos para: VPH-5, -8, -20, -34, -44, -54, -68 y -82.
Finalmente, se encuentran las variantes, las cuales comparten entre si un 98% de
identidad (de Villiers et al. 2004; Knipe et al. 2006).

Usando esta clasificacion, los PVs se han agrupado en 16 géneros, de los cuales, los
géneros Alfa, Beta, Gama, Mu y Nu infectan a humanos, mientras que los géneros
restantes comprenden exclusivamente tipos virales encontrados en varios mamiferos y
aves. La especie del huésped esta asociada a cada género de papiloma, lo cual refleja la
estrecha evolucion que se presenta entre el virus y el hospedero (lllades-Aguiar et al.
2009).

Los VPH se caracterizan por infectar células epiteliales de la piel o tejidos internos, por lo
cual han sido divididos en tipos cutdneos o mucosos. Estos tipos se encuentran
agrupados en el género Alfa-papilomavirus, dentro de éste, los VPHs con tropismo
dirigido a mucosas han sido a su vez clasificados en tipos de alto y bajo riesgo (VPH-AR, -
BR, respectivamente), dependiendo de su potencial oncogénico (capacidad para
desarrollar lesiones cervicales) y del tipo de lesiéon a la cual se asocian (cutanea o
mucosa) (de Villiers et al. 2004; Bernard 2005).
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Fig 4. Arbol filogenético de 118 tipos del virus del papiloma (de Villiers et al. 2004).

Los tipos de VPH-BR son aquellos encontrados frecuentemente en verrugas genitales,

mientras que los VPH-AR son reconocidos como la causa principal de casi todos los CCU

y se encuentran distribuidos en las especies 5, 6, 7, 9 y 11. El ADN de VPH-AR se ha

detectado en aproximadamente el 99.7% de las mujeres con CCU (Walboomers et al.
1999), siendo los tipos mas frecuentes VPH-AR-16, -18, -45, - 31, -33, -52, -58 y -35,

responsables del 90% de los canceres cervicales a nivel mundial (Munoz et al. 2006).

El tipo VPH-16 (miembro de la especie 9) es el tipo mas detectado en cancer, seguido del

VPH-18 (especie 7); estos dos tipos virales se encuentran involucrados en el 70% de los

casos (Knipe et al. 2006; Munoz et al. 2006).
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4.4.1 Técnicas de Identificacién del Virus del Papiloma Humano

Debido a su dificultad de crecimiento in vitro, se han disefiado otras técnicas para realizar
la identificacion de VPH, entre las que se incluyen la inmunofluorescencia y la
inmunoquimica, sin embargo, éstas generan problemas por su baja sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad. El uso de anticuerpos policlonales anti-proteinas
estructurales tardias L1 y L2 puede confirmar la presencia de cambios morfolégicos
inducidos por VPH, pero no ha superado la sensibilidad que muestra el diagnéstico de
ADN de VPH (Coutlee et al. 2005).

Las pruebas seroldgicas se han realizado con el objetivo de determinar la respuesta
humoral producida por el hospedero frente a la infeccion viral, por lo que se enfocan en
detectar anticuerpos contra proteinas virales, principalmente contra la proteina de cépside
L1 y la oncoproteina viral E7 (Urquiza et al. 2005). Los andlisis por metodologias de
captura antigénica como el ELISA han ofrecido buenas perspectivas, sin embargo, aiin no
se ha desarrollado un método de tamizacion confiable (Christensen et al. 1996;
Christensen et al. 2001; Slupetzky et al. 2001). Estos ensayos son de facil manipulacion,
no requieren equipo especial y podrian ser realizados por muchos laboratorios clinicos

alrededor del mundo.

Como marcadores seroldgicos en cancer cervical se han utilizado el antigeno celular de
carcinoma escamoso (SCCA), derivado de las células cervicales cancerosas, y el
antigeno carcinoembrionario (CEA); sin embargo, sus aplicaciones clinicas son criticadas,
debido a que los valores estandar de positividad son demasiado amplios (valores tan
bajos como 34% y 18%, respectivamente) y ademas presentan cambios inexplicables en
los estados tempranos del cancer cervical que no estan relacionados con el estado clinico
(Carter et al. 2000).

En la actualidad, se han desarrollado técnicas moleculares con el fin de identificar ADN
viral en muestras de tejido cervical, entre las que se encuentran la técnica de PCR y
recientemente la técnica de Captura Hibrida Viral 1l (HCII) (Bollmann et al. 2003; Cortes-
Gutierrez et al. 2003).

La técnica de HCII fue desarrollada por la compafia Digene®, ésta emplea sondas de
ARN dirigidas a secuencias de ADN de 13 tipos de VPH-AR (-16, -18, -31, -33, -35, -39, -
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45, -51, -52, -56, -58, -59 y -68) y de 5 tipos de VPH de Bajo Riesgo (VPH-BR) (-6, -11, -
42, -43 y -44) para la deteccion y amplificacion de la sefial en fase liquida (Mo et al. 2008).
Esta técnica tiene algunas limitaciones como son la dificultad de identificar los tipos
especificos, la posibilidad de reacciones cruzadas entre los dos sets de sondas (Lorincz
1996; Baleriola et al. 2008) y una proporcidn considerable de falsos negativos (Poljak et
al. 1999).

Por el contrario, la PCR es una técnica que ha mostrado ser un método sensible y
especifico (Arnheim and Erlich 1992), incluso cuando hay bajas copias virales en la
muestra; este método ha sido ampliamente utilizado en estudios clinicos vy
epidemioldgicos (Husnjak et al. 2000; Hubbard 2003; Chaiwongkot et al. 2007; Depuydt et
al. 2007). Se han descrito diversos sistemas de primers consenso que permiten la
deteccién simultdnea de un espectro de tipos virales que infectan el tracto genital, entre
los que se encuentran GP5+/6+, MY09/11, PGMY y SPF10 (Iftner and Villa 2003; Molijn et
al. 2005).

Varias metodologias han intentado combinar la PCR con el Western Blot, procurando
aumentar la sensibilidad de la prueba. Uno de los mas usados hasta el momento, es un
par de cebadores PGMY L1, cuya sensibilidad se calculdé entre el 91 al 100% al ser
analizado en diferentes laboratorios (Kornegay et al. 2003). A continuacion, se muestra
una tabla donde se resumen las diferentes técnicas de deteccién de ADN de VPH y sus
ventajas y desventajas (Tabla 1).
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Método de

deteccion de Senstsllldad Espec;/fl(:ldad Ventajas Desventajas Referencias
ADN de VPH ° °
Alta sensibilidad, especialmente
con muestras que contienen Puede ser poco eficaz en la (de Roda
bajas copias virales. Gracias a amplificacion de algunos Husman et

GP5+/6+ 51 100 su bajo costo y facil tipos de VPH-AR tales como al 1995
implementacion han sido VPH-53y -61. No Rem.merba{ch
ampliamente usados en recomendado para et al. 2004)

estudios clinicos y tipificacion. :
epidemioldgicos.
Fragmentos de PCR
Deteccion de més de 25 tipos relativa_mgnte largos. in_ste
virales simultdneamente. Alta égpﬁgm)dsg g;la}iﬁfarg;gﬁ
sensibilidad en la deteccién de especialmente enpmuestras’
diferentes genotipos. Gracias a .

MYO09/11 72.2 100 su bajo costo y facil que tienen poco produ_(;to de (Qu et al.
implementacién han sido ADN, tale_s como Ias_fuadas 1997)
ampliamente usados en en formah_na, embebidas en

estudios clinicos y paraf!na 0 con altol .
epidemiolégicos. porcentaje de_ integracion.
No apropiado para
tipificacion.
Combina ensayos de PCR con
marcaje tipo especifico de
PGMY-LB 95.6 sondas oligonucleotidicas Es més sensible al efecto de (Coutlee et
' (radio-marcadas) para inhibidores en las muestras. al. 2002)
incrementar la sensibilidad y
reproducibilidad de la deteccion.
Puede tener problemas de
Sistema de deteccién y sensibilidad en muestras (Husnjak et
SPF10- ger_lc_)tipificacién capaz de con mas de un tipo vi_ral, al. 2000
LiPA25 _ amp_lmcar_ haste_l 43 diferentes depldo a la competencia de Caétle ot él
tipos; identifica simultdneamente tipos de VPH seg(n su 2008) '
hasta 25 tipos. concentracién en la
muestra.
Hibridacion cruzada entre
cebadores principalmente
Detecta 13 tipos de VPH-AR en con VPH-56 y requiere
. simultanea, ademas asegura la profesionales expertos para .
ﬁgsllg:{ 96.4 100 presencia del gen de la B- la implementacion de la (Grz;\(/)lgB(;t al.
globina humana como control prueba. Requiere de mas
positivo. tiempo que las otras
pruebas para la obtencién
de resultados.
LINEAR ~ Detecta 37 tip_os de VPH _ nga st_e,nsibilidaq
ARRAY HPV |nd|V|dugImept(_a, |nc|u_yer_1d0 los (identificacion de mujeres (Mo et al
genotyping 89.1 46.5 14 carcinogénicos _pnnmpales. con la enfermedad). Las 2008) '
test Utiliza un control interno (B- muestras deben mantenerse
globina humana). en medio especial (STM).
Puede reportar
discrepancias en la
deteccion al compararlo con
PapilloCheck Detecta y tipifica 25 tipos de otro’slt_mletogoshde dEtetC%'on
HPV- VPH en simultanea: 15 VPH-AR, urzguir#;));tar?te?i;?g(?crign (()je (Dalstein et
Screening 2 tipos de VPH de riesgo falsos positivos. La al. 2009)
Test probable y 8 VPH-BR. :

deteccion se dirige a E1,
gen susceptible a
deleciones parciales
comparado con la regién L1.

Tabla 1. Pruebas de identificacion de ADN de VPH mas utilizadas (modificada de (Camargo

et al. 2011)).
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4.5 Factores de Riesgo Asociados al Desarrollo de CCU

Numerosos estudios longitudinales alrededor del mundo se han llevado a cabo con la
finalidad de establecer las frecuencias de infeccion viral, tanto en mujeres con lesion,
como en aquellas que aun no presentan cambios celulares (Tabla 2). En la historia natural
de la infeccién, se ha descrito que la transmisiéon de VPH se da principalmente por
contacto directo piel a piel y estudios epidemioldgicos indican que el riesgo de contraer
una infeccion genital por este virus esta influenciado por la conducta sexual (Munoz et al.
2006).

Sin embargo, la infeccion per se no es suficiente para producir la conversién maligna,
una compleja interaccién entre virus y factores celulares intervienen y evitan el control del
ciclo celular, lo que lleva a la inmortalizacion celular, acumulacion de mutaciones, seguido

de cambios celulares y la progresiéon maligna de las células cervicales (de Villiers 2003).

En el desarrollo de CCU, se han descrito una serie de factores virales y del huésped que
contribuyen a la persistencia del VPH y que incrementan el riesgo de desarrollar
neoplasias malignas (Burchell et al. 2006). Ademas de esto otros factores sociales que
contribuyen al desarrollo de neoplasias malignas son los factores relacionados con las
barreras de acceso al sistema de salud, la carencia de tecnologias de punta en los
servicios de salud, la falta de una adecuada educacion sexual, entre otras (Wiesner-
Ceballos et al. 2006).

4.5.1 Factores de Riesgo Asociados al Virus del Papiloma Humano

Entre los factores virales mas importantes descritos, se encuentran las variantes del VPH,
la carga viral y la integracion del virus al genoma del hospedero. Por otra parte, dentro de
los factores del huésped, se encuentran los referentes a la conducta sexual, la paridad, el
uso prolongado de anticonceptivos orales, el consumo de cigarrillo y el componente

genético de individuo (Castellsague et al. 2002; Au et al. 2007).

Las implicaciones filogenéticas de la identificacion de variantes de VPH pueden verse

reflejadas en la estrecha evolucion que se presenta entre el virus y el hospedero, dando
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origen a variantes determinadas segun las etnias (Junes-Gill et al. 2008; Tornesello et al.
2011). Esto sugiere que la adquisicion de distintas variantes de VPH-AR puede llevar a
desenlaces clinicos diferentes (Xi et al. 2006; lllades-Aguiar et al. 2010).

Prevalencia Técnica de
Pais VPH (%) Identificacién Viral Ao Referencia
Francia 45.3 HC I 2008 (Pannier-Stockman et al. 2008)
Italia 68.9 SFPio-LIPA 2009 (Bello et al. 2009)
Comoros 35.4 2007 (WHO 2007)
Congo 23.0 2007 (WHO 2007)
Bolivia 143 | e 2007 (WHO 2007)
14.9 PCR (GP5+/6+) 2002 (Molano et al. 2002)
Colombia
PCR (GP5+/6+y
49.2 MY09/11) 2009 (Soto-De Leon et al. 2009)
35 HC Il - PCR (SPF10) 2007 (Safaeian et al. 2007)
Costa
Rica
50 PCR (SPF10) 2008 (Herrero et al. 2008)
Ecuador 143 | - 2007 (WHO 2007)
29.3 PCR (MY09/11) 2000 (Ferrera et al. 2000)
Honduras
51 PCR (SPF10) 2009 (Tabora et al. 2009)
Nicaragua 205 | e 2007 (WHO 2007)
Panamé 205 | e 2007 (WHO 2007)
Perd 17.7 PCR (GP5+/6+) 2001 (Santos et al. 2001)
143 | e 2007 (WHO 2007)
Venezuela
15.6 HC I 2009 (Nunez-Troconis et al. 2009)

Tabla 2. Prevalencia de VPH en diferentes paises.
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Por ser el més prevalente a nivel mundial, el VPH-16 ha sido el mas estudiado para la
identificacion de variantes, del cual se han descrito seis variantes, dos Africanas: Afl y
Af2, una Europea: Eu, una Asiatica: As, una Asiatica-Americana: AA y una ultima variante
denominada Norteamericana: NA (Quint et al. 2010).

Las variantes descritas para VPH-16, se han identificado en todo el mundo, pero sus
prevalencias difieren segun la region y la etnia estudiada (Ho et al. 1993; Ho et al. 1993).
Adicionalmente, estas variantes han sido relacionadas segun un efecto fundador y esto
permite pensar que su distribucion en las diferentes regiones obedece también a las

dindmicas migratorias poblacionales (Xi et al. 1997).

En cuanto a la identificaciébn de variantes en otros tipos de VPH-AR, se han logrado
identificar tres diferentes variantes para VPH-18: una Africana (Af), una Europea (E) y una
Asiatica—Amerindia (AsAi) (Pista et al. 2007). Para los demas tipos de VPH-AR, no se han
establecido claramente variantes segun los origenes geograficos. Algunos estudios
sugieren que VPH-16 presenta una replicacién mas eficiente que los demas, por lo que se

podrian generar mas variaciones genémicas (Stoppler et al. 1996).

La cuantificacién del virus de VPH es un factor que ha sido considerado importante desde
el punto de vista clinico, ya que se ha demostrado que la persistencia de la infeccién y el
mantenimiento elevado de la carga viral, contribuyen a la progresion de lesiones de bajo
grado a cancer cervical (Moberg et al. 2003; Wang and Hildesheim 2003). La
identificacion de la carga viral para VPH se ha realizado en muestras de mujeres con
varios grados de lesion (Bontkes et al. 1998; Hudelist et al. 2004), con varios tipos virales
(Gravitt et al. 2007; Guo et al. 2007; Ramanakumar et al. 2010) y con muestras tomadas
en diferentes fluidos (Coutlee et al. 2009), entre otros. Estas cuantificaciones ha permitido
relacionar el aumento en el nimero de copias virales con el aumento en el grado de
lesién, principalmente para los tipos VPH-16 y -18 (Josefsson et al. 2000; Moberg et al.
2005). Se ha sugerido que en los principales casos de lesiones cervicales, el tipo VPH-16
se encuentra en mayor cantidad e integrado al genoma del hospedero (Boulet et al. 2009),
mientras que para VPH-18, la correlacién entre el aumento en su carga viral y el aumento
de la gravedad de la lesiéon, ha sido compleja (Cheung et al. 2009); sin embargo, es
comun ver el VPH-18 ligado a lesiones mas avanzadas y en menor cantidad comparado
con VPH-16 (Botezatu et al. 2009).
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Otro factor viral que ha sido descrito es la integracion viral; a pesar que el VPH se
encuentra en las primeras etapas del ciclo viral en forma episomal, su integracion ha sido
principalmente asociada con cancer de cuello uterino. Sin embargo, no esta claramente
establecido si la integracién del VPH ocurre de manera aleatoria o qué efectos biolégicos
llevan a que ésta ocurra (Ferenczy and Franco 2002). Durante la integracion, los genes
virales E1 y E2 son frecuentemente interrumpidos o se encuentran en baja actividad
transcripcional, lo que favorece la expresion de los oncogenes E6 y E7. La frecuencia de
la integracion del virus parece aumentar con el grado de severidad de la lesion cervical, lo
que podria ser empleado como un factor de correlacién con la progresiéon a cancer de
cuello uterino (Klaes et al. 1999). No obstante, la importancia biolégica de la integracién
del virus es todavia objeto de estudio, principalmente por las limitaciones metodolégicas,
puesto que los sitios de integracién son altamente variables y el virus puede coexistir en

forma episomal e integrado al genoma del huésped (Kalantari et al. 2001).

4.5.2 Factores de Riesgo Asociados al Huésped

Es reconocido que la mayoria de las mujeres infectadas con el virus no desarrollan cancer
y que ademas existe un pequefio porcentaje de CCU en el cual no hay evidencia de

infecciodn viral. Por lo tanto, otros factores deben contribuir a la induccién de la neoplasia.

Entre los factores mas relacionados con CCU se encuentra el consumo de cigarrillo, el
cual ha sido asociado significativamente con el incremento del riesgo de desarrollar lesion
y con un efecto que es dependiente de la dosis; la exposicion a agentes mutagenos y
carcind6genos como el humo del cigarrillo puede inducir mutaciones en los genes y

aberraciones cromosomicas (Kjellberg et al. 2000; Au et al. 2007).

Otro factor del huésped que en algunos estudios se ha encontrado asociado al desarrollo
de CCU, es la alta paridad. Esto podria deberse a que las mujeres que han tenido un gran
namero de hijos, experimentan cambios hormonales importantes que se presentan con
cada embarazo, y por lo tanto, han mantenido niveles hormonales altos durante lapsos de
tiempo prolongados (Bayo et al. 2002). Ademés, ha sido descrito que algunas hormonas

pueden llegar a modular la infeccion viral, al contribuir en la expresion de genes virales,
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efecto que también ha sido descrito en mujeres que mantienen un uso prolongado de

anticonceptivos hormonales (Castellsague et al. 2002).

Con respecto a los factores genéticos del huésped que pueden ser importantes en el
desarrollo de céncer cervical, se han sido realizado estudios con el fin de determinar
asociaciones entre el componente genético y el desarrollo de la enfermedad (Magnusson
and Gyllensten 2000; Wang and Hildesheim 2003; Au et al. 2007), sin embargo, hasta el
momento soOlo se ha visto que estos factores pueden variar de un pais a otro, lo cual
estaria explicado sobre la base de la composicién étnica de la poblacion del estudio,
sumado al impacto de los distintos factores de riesgo adicionales a los cuales pueden

estar expuestas dichas poblaciones (Au et al. 2007).

No obstante, se han establecido que ciertos polimorfismos podrian estar relacionados con
el desarrollo de CCU, algunos de los cuales ocurren en genes responsables del
metabolismo de quimicos y otros en genes responsables del sistema inmune. Entre los
que metabolizan quimicos, encontramos por ejemplo las alteraciones en los genes
GSTM1y GSTT1, responsables de la eliminacion de epdéxidos, los cuales son metabolitos
reactivos que se derivan de la combustién de productos como los cigarrillos y la madera
(Sierra-Torres et al. 2006; Au et al. 2007).

En cuanto a los polimorfismos en genes involucrados en la respuesta inmune, los mas
estudiados son los referentes al HLA, este sistema tiene la funcién de presentar antigenos
extrafios a los linfocitos T y, por lo tanto, juega un papel importante en la regulacion de la
funcion inmune (Magnusson and Gyllensten 2000). La variacion en los genes de HLA
puede ser importante en determinar la reaccién de la respuesta inmune frente a la
infeccion viral; asociaciones de polimorfismos en alelos HLA y precursores de cancer
cervical han sido reportados en algunos estudios (Wang and Hildesheim 2003), indicando
la existencia de alelos tanto de predisposicion como de proteccion. Esto podria explicar
por qué algunos individuos logran la union y presentacion efectiva de péptidos virales al
sistema inmune, mientras que en otros, el sistema inmune resulta incapaz de responder a
la infeccién. Adicionalmente, algunos estudios han comenzado a considerar diferencias
étnicas en la respuesta inmune, puesto que la inmunidad es un rasgo genéticamente

determinado (Kenney 1996).
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5. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢,Cual es la prevalencia de infecciones Unicas y multiples de VPH para poblaciones socio-

demograficamente heterogéneas?
¢, Cudl es la distribucion tipo-especifica de VPH en nuestra poblacién?

¢,De los factores de riesgo reportados previamente cuales se encuentran asociados con

las infecciones Unicas y multiples de la poblacion incluida en este estudio?
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6. HIPOTESIS

Los valores de OR que miden la asociacion entre cada uno de los factores de riesgo y la

presencia de infeccion son iguales a uno.

Los valores de OR que miden la asociacion entre cada uno de los factores de riesgo y la

presencia de coinfeccién son iguales a uno.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Tipo de Estudio

Estudio observacional analitico de corte transversal.

7.2 Poblacion de Estudio

La poblacién de este trabajo incluye mujeres que acuden al programa de promocion y
prevencién de cancer de cuello uterino, el cual inici6 a mediados de los afios sesenta y
que se fortalecié a través de la resolucién 412 de 2000. Este programa tiene como funcién
la atenciébn de mujeres pertenecientes al sistema general de seguridad social en salud
(SGSSS), en todos los estratos.

Tres de las ciudades incluidas en el estudio se encuentran ubicadas en la regién andina
(centro-oeste de Colombia): Chaparral, Girardot y Bogota. En éstas, se llevaron a cabo
convenios con los hospitales que se mencionan a continuacion. El primero es el Hospital
San Juan Bautista en Chaparral; esta ciudad esta localizada en el departamento de
Tolima y tiene cerca de 8,500 habitantes, su poblacion esta constituida principalmente por
mestizos con un estilo de vida sedentario. El segundo es el Hospital San Rafael de
Girardot, ubicado en una ciudad importante en el departamento de Cundinamarca con una
poblacién de 131,354 habitantes; debido a sus condiciones climaticas favorables y gran
proximidad a la capital del pais, presenta una economia basada en el turismo. Por ultimo,
se encuentra el Hospital de Engativa, localizado en Bogota D.C., al noroccidente de la

capital.

La Liga contra el Cancer en Leticia (capital del departamento de Amazonas) fue la cuarta
poblacién incluida en el estudio; esta ciudad tiene 39,636 habitantes y se encuentra
localizada en una region tropical selvatica de Colombia en el limite sur del pais, en la
frontera entre Colombia, Brasil y Peru, lo que favorece una mayor migracioén poblacional,
adicionalmente, actia como puerto en el rio Amazonas, con una importante diversidad

étnica comprendida en gran numero por indigenas.
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Finalmente, la quinta ciudad incluida en el estudio fue Tumaco (Hospital San Andrés de
Tumaco); localizado en el departamento de Narifio, lo habitan 170,000 personas, sus
costas son bafiadas por el Océano Pacifico y limita con el Ecuador; cerca de la mitad de
su poblacion se encuentra en condiciones de pobreza. Las mujeres pertenecientes a esta
region representan la mayoria de la poblacion afrodescendiente incluida en este estudio
(Ochoa and Montoya 2003).

Estas regiones fueron seleccionadas basadas en el supuesto que representan poblacion
con diferentes estratos socio-econdmicos (principalmente bajo), culturalmente diversa y
con diferentes niveles de acceso a servicios de salud. Considerando que se buscaba
conformar una poblacién femenina socialmente heterogénea y con distintas tasas de
mortalidad por esta neoplasia, las estadisticas previas muestran que Amazonas y Tolima
presentan alto riesgo de desarrollar CCU (con tasas de mortalidad de 5.67 y 5.55 por
100,000 mujeres-afio, respectivamente), las tres restantes, cuentan con poblacién
femenina con moderado riesgo de desarrollar CCU (Bogota: 3.29, Cundinamarca: 3.22 y
Narifio: 3.12 por 100,000 mujeres-afio) (Ochoa and Montoya 2003).

7.3 Criterios de Inclusién

Mujeres que asistan al programa de promocion y prevencion de cancer de cuello uterino,
sin antecedentes de patologia cervical pre-invasora 0 invasora, que suministren
consentimiento informado y que estén en condiciones de responder el cuestionario en el

que se consignan las variables medidas en este estudio.

7.4 Criterios de Exclusién

Mujeres mayores de 69 afos, 0 que presenten alteraciones en el tracto genito-urinario

que impidan la toma de la muestra cervical.
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7.5 Céalculo del Tamafo de Muestra

Se efectué teniendo en cuenta el objetivo general, asumiendo una prevalencia de
infeccién por VPH estimada en mujeres de 0.25 (Mendez et al. 2005), considerando una
precision alrededor del estimador de 0.05 y un intervalo de confianza del 95%. Con estos
supuestos, se requiere un tamafio minimo de muestra de 1,778 mujeres. El célculo se
efectu6 con el comando sampsi del programa STATA11®. Para calcular el nimero de
muestras por hospital y basados en el estrato de las cinco regiones geogréficas incluidas
en el estudio, el nimero de muestras se ajustd teniendo en cuenta una asignacion
proporcional, donde el tamafio depende del nimero de citologias/afio tomadas por cada

hospital.

7.6 Metodologia

7.6.1 Datos Sociodemograficos y Toma de la Muestra

Todas las mujeres recibieron informacion sobre el propésito del estudio, asi como los
riesgos y beneficios asociados a éste; aquellas que aceptaron participar en el estudio
firmaron un consentimiento informado y llenaron un cuestionario que considera
caracteristicas socio-demograficas, comportamiento sexual y factores de riesgo, antes de
realizar el examen ginecolégico (Anexo 1). El consentimiento informado de las mujeres

menores de 18 afios fue firmado por un padre o tutor.

Un total de 2,110 mujeres fueron incluidas en el estudio distribuidas asi: Liga contra el
cancer Leticia-Amazonas: n = 173, Hospital San Juan Bautista, Chaparral-Tolima: n =
174, Hospital Engativa-Bogotd: n = 921, Nuevo Hospital San Rafael, Girardot-
Cundinamarca: n = 334 y Hospital San Andrés, Tumaco—Narifio: n = 508. Teniendo en
cuenta que la legislaciéon colombiana para la deteccion de neoplasia cervical, indica que la
citologia convencional no es requerida para mujeres mayores de 69 afios (Olmos et al.

2007), cinco mujeres con edad entre 70 a 77 afios fueron excluidas del estudio.
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Las muestras cervicales para el test de Papanicolau fueron recogidas y procesadas
siguiendo las pautas oficiales para servicios de salud de Colombia; para esta prueba, los
hallazgos citoldgicos fueron clasificados segun el sistema Bethesda (Solomon et al. 2002;
Lacruz 2003; Olmos et al. 2007). Adicional al test de Papanicolau, se recolectaron
muestras para la deteccion de ADN-VPH empleando un citobrush, el cual fue conservado
a 4°C en etanol al 95% (Lema et al. 2001). Los resultados de las lesiones identificadas por
el test Pap fueron obtenidos, junto con la historia clinica de las pacientes, via correo
certificado, ya que estos examenes fueron leidos por personal experto de cada uno de los

hospitales con los que se tiene convenio.

7.6.2 Procesamiento de Muestra Cervical

Las muestras fueron lavadas una Unica vez con tampon fosfato salino (PBS) e incubadas
en 100 uL de buffer de lisis (10 mM Tris—HCI pH 7.9, 0.45% Nonidet p-40, 0.45% Tween
20, Proteinasa K 60 pg/mL) para su digestién enzimética, primero a 60°C por 1 hora y

posteriormente a 95°C por 10 minutos (Nelson et al. 2000).

Todas las muestras fueron sometidas a un protocolo de PCR con primers especificos,
para amplificar un segmento de 268 pb del gen constitutivo de B-globina humana, esto a
fin de garantizar la presencia de ADN en buena calidad y cantidad (Saiki et al. 1985)
(Tabla 3). Esta PCR se realiz6 en un volumen final de 10 pL y contenia: 1x de Buffer de
amplificacién, 2.5 mM de MgCl,, 1 U Taq Polimerasa (Bioline®), 100 uM de cada dNTP
(Bioline®), 1 uM de cada primer y 0.8 ug/uL de albumina sérica bovina (BSA) (Kreader
1996). Las condiciones de termociclado consistieron de una denaturacion inicial a 94°C
por 10 minutos, seguida por 35 ciclos de amplificacion de: 94°C por 1 minuto, 55°C por 1
minuto y 72°C por 2 minutos; por ultimo, se realiz6 un paso de elongacion a 72°C por 7

minutos (de Roda Husman et al. 1995).
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Tipo de Tamarfio
Primer Primer Secuencia (5°-3’) (pb) Regién Referencia
GH20 Pri GAAGAGCCAAGGACAGGTAC
268 (Saiki et al. 1985)
PCO04 Pr2 CAACTTCATCCACGTTCACC
GP5+ Pri TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC (de Roda Husman
150 L1
GP6+ Pr2 GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC et al. 1995)
MYO09 Pri CGTCCMARRGGAWACTGATC 0 (Manos et al.
45 L1
MY11 Pr2 GCMCAGGGWCATAAYAATGG 1989)
Pri TCAAAAGCCACTGTGTCCTGA (Karlsen et al.
VPH-16 120 E6
Pr2 CGTGTTCTTGATGATCTGCAA 1996)
Pri CGACAGGAACGACTCCAACGA
VPH -18 202 E6-E7 (Lee et al. 2001)
Pr2 GCTGGTAAATGTTGATGATTAACT
Pri CTACAGTAAGCATTGTGCTAT (Karlsen et al.
VPH -31 155 E5
Pr2 ACGTAATGGAGAGGTTGCAATAACCC 1996)
Pri AACGCCATGAGAGGACACAAG (Karlsen et al.
VPH -33 212 E7
Pr2 ACACATAAACGAACTGTGGTG 1996)
Pri ACGGCAAGAAAGACTTCGCA (Karlsen et al.
VPH -45 134 E6-E7
Pr2 CACAACAGGTCAACAGGATC 1996)
Pri CGAGGATGAAATAGGCTTGG (Karlsen et al.
VPH -58 109 E7
Pr2 ACACAAACGAACCGTGGTGC 1996)
Pri TGCAAGAATGCACTGACCAC
VPH -6/11 334 E6-E7 |(Sotlar et al. 2004)
Pr2 TGCATGTTGTCCAGCAGTGT

Tabla 3. Primers empleados en el estudio (modificada de (Camargo et al. 2011)).

7.6.3 Técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la Identificacion
del ADN del Virus de Papiloma Humano (VPH)

Las muestras que resultaron positivas para la amplificacién del gen constitutivo de -

globina humana, fueron sometidas a deteccion de ADN del VPH empleando dos sets de

primers de deteccion genérica viral, ya que esta demostrado que el uso de mas de un

sistema de identificacion ofrecer un mayor robustez y sensibilidad en la deteccion de

infecciones multiples (infeccidbn con méas de un tipo de VPH simultaneamente), asi como la

deteccion de un bajo nimero copias virales, en comparacion con el uso de un solo set de

primers, que puede llevar a subestimar la prevalencia viral (Iftner and Villa 2003; Fuessel
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Haws et al. 2004). En el presente estudio fueron utilizados primers que anillan en una
region conservada del gen L1: el primer set es conocido como GP5+/6+, que ha sido
reportado como un sistema conveniente para deteccion de bajas copias virales (de Roda
Husman et al. 1995; Remmerbach et al. 2004) y el segundo set fue MY09/11, que tiene
mayor sensibilidad para la deteccion de coinfecciones; estos sets de primers han sido
ampliamente utilizado en numerosos estudios de identificacion del VPH (Manos et al.
1989; Qu et al. 1997) (Tabla 3).

La PCR con GP5+/6+ se realiz6 en un volumen final de 20 pL y contenia: 1x de Buffer de
amplificacién, 3 mM de MgCl,,1 U Taq Polimerasa (Bioline®), 100 uM de cada dNTP
(Bioline®), 2 uM de cada primer; las condiciones de termociclado consistieron de una
denaturacioén inicial a 94°C por 10 minutos, seguida por 40 ciclos de amplificacion de:
94°C por 1 minuto, 40°C por 2 minutos y 72°C por 1.5 minutos; por ultimo, se realizé un

paso de elongacién a 72°C por 7 minutos (de Roda Husman et al. 1995).

La amplificacion con MY09/11 se realiz6 en un volumen final de 20 pL y contenia: 1x de
Buffer de amplificacion, 3 mM de MgCl,, 1 U Taq Polimerasa (Bioline®), 100 uM de cada
dNTP (Bioline®), 2 uM de cada primer; las condiciones de termociclado consistieron de
una denaturacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por 40 ciclos de amplificacién de:
94°C por 30 segundos, 45°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto; por ultimo, se realizd un
paso de elongacion a 72°C por 7 minutos (Manos et al. 1989).

Para estas reacciones de PCR, fue empleado como control positivo ADN extraido de
células Sf21 transfectadas con un vector que contenia el gen de L1 de VPH-16, y como
blanco de amplificacion fue empleada agua destilada ultrapura (GIBCO). Las
amplificaciones con los primers genéricos fueron realizadas dos veces, en diferentes

tiempos, para descartar contaminacion de las muestras y falsos positivos.
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7.6.4. Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la Tipificacion

del Virus de Papiloma Humano (VPH)

Las muestras que resultaron positivas para uno o los dos sets de primers de identificacion
genérica, fueron posteriormente tipificadas con primers especificos dirigidos a los genes
E5, E6 y E7, que codifican para las proteinas tempranas del virus (Tabla 3). En este
trabajo fueron evaluadas la prevalencias de dos tipos de bajo riesgo VPH-BR-6/-11 y seis
tipos de alto riesgo VPH-AR-16, -18, -31 , -33, -45 y -58, asociados con el ~90% de los
CCU a nivel mundial (Parkin et al. 2008); adicionalmente, los tipos virales detectados en el
presente estudio, han sido reportados previamente como los de mayor incidencia y

prevalencia de infeccién en estudios realizados para Colombia (Molano et al. 2002).

La amplificacién para VPH-16 se realiz6 en un volumen final de 15 pL y contenia: 1x de
Buffer de amplificacion, 3 mM de MgCl,, 1 U Taq Polimerasa (Bioline®), 100 uM de cada
dNTP (Bioline®), 40 pmol de cada primer; las condiciones de termociclado consistieron de
una denaturacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de amplificaciéon de:
94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos y 72°C por 1 minuto; por ultimo, se realiz6
un paso de elongacién a 72°C por 10 minutos (Karlsen et al. 1996). Para la tipificacion de
VPH-18, la PCR fue corrida en condiciones similares a las descritas, con excepcion de:
1.5 mM de MgCl, y 30 pmol de cada primer, las condiciones de termociclado consistieron
de una denaturacion inicial a 95°C por 2 minutos, seguida por 35 ciclos de amplificacion
de: 95°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto; por ultimo, se realizé un
paso de elongacion a 72°C por 7 minutos (Lee et al. 2001).

La PCR que tipifica los tipos VPH-31 y -33 fue corrida en un volumen final de 10 pL dentro
de las siguientes condiciones: 1x de Buffer de amplificacion, 4 mM de MgCl,, 1 U Taq
Polimerasa (Bioline®), 250 pM de cada dNTP (Bioline®), 10 pmol de cada primer; las
condiciones de termociclado consistieron de una denaturacién inicial a 95°C por 5

minutos, seguida por 35 ciclos de amplificacién de: 95°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto
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y 72°C por 1 minuto; por ultimo, se realizé6 un paso de elongacion a 72°C por 5 minutos
(Karlsen et al. 1996).

Las PCRs que tipificaron los tipos VPH-45 y -58 fueron corridas en condiciones similares
a las descritas para VHP-31 pero con excepcion de: 3 mM MgCl, y 5 pmol de cada primer;
las condiciones de termociclado fueron idénticas a las anteriormente referidas, a
excepcion de la temperatura de anillamiento que fue de 65 °C por 1 minuto (Karlsen et al.
1996).

Por dltimo, la PCR empleada para tipificar VPH-6/11 se realizé en un volumen final de 15
UL y contenia: 1x de Buffer de amplificacion, 3 mM de MgCl,, 1 U Taq Polimerasa
(Bioline®), 200 uM de cada dNTP (Bioline®), 1 uM de cada primer; las condiciones de
termociclado consistieron de una denaturacion inicial a 94°C por 4 minutos, seguida por
35 ciclos de amplificacién de: 94°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos y 72°C por 45
segundos; al final, se realizé un paso de elongacion a 72°C por 4 minutos (Sotlar et al.
2004).

Como control positivo para los tipos VPH-18, -31, -45, -58 fueron utilizados genes
sintéticos (Orjuela et al. 2007), mientras que para VPH-6/11, -16 y -33 fueron empleados
muestras infectadas; como blanco de amplificacion fue empleada agua destilada ultrapura
(GIBCO®).
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7.6.5 Visualizaciéon de los productos de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

(PCR)

Todos los productos de la PCR fueron visualizados fueron visualizados por medio de un
corrido en un gel de agarosa al 2%, tefiidos con SYBR safe (agente intercalante, DNA Gel
stain 10000x, Invitrogen®) (Ver figuras 5, 6, 7, 8y 9).

300 pb

1

268 pb

Fig 5. Amplificacién representativa de productos obtenidos por PCR de un fragmento de 268
pb del gen de B-globina. Carril 1 a 5 muestras amplificadas de mujeres que ingresaron al
estudio, carril 6 control positivo, carril 7 blanco de amplificacién, carril 8 patron de peso

molecular (HyperLadder Il/ lane. Bioline).
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Fig 6. Amplificacién representativa de productos obtenidos por PCR de un fragmento de 150
pb de regién conservada del gen L1. Carril 3 a 7 muestras amplificadas de mujeres que
ingresaron al estudio, carril 1 control positivo, carril 2 blanco de amplificacién, carril 8

patrén de peso molecular (HyperLadder I/ lane. Bioline).

Fig 7. Amplificacién representativa de productos obtenidos por PCR de un fragmento de 450
pb de regién conservada del gen L1. Carril 1 a 8 muestras amplificadas de mujeres que
ingresaron al estudio, carril 9 control positivo, carril 10 blanco de amplificacién, carril 11

patron de peso molecular (HyperLadder Il/ lane. Bioline).
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Fig 8. Amplificacién representativa de productos obtenidos por PCR de un fragmento de 120
pb dirigidos al gen E6, que codifican para las proteinas tempranas del virus. Carril 1 a 8
muestras amplificadas de mujeres que ingresaron al estudio, carril 9 control positivo, carril

10 blanco de amplificacion, carril 11 patrén de peso molecular (HyperLadder II/ lane.

Bioline).
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Fig 9. Amplificacion representativa de productos obtenidos por PCR de un fragmento de 202
pb dirigidos a los genes E6-E7, que codifican para las proteinas tempranas del virus. Carril 1
a 8 muestras amplificadas de mujeres que ingresaron al estudio, carril 9 blanco de
amplificacion, carril 10 control positivo, carril 11 patron de peso molecular (HyperLadder II/

lane. Bioline).
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7.6.6 Analisis Estadistico

Todas las frecuencias se presentaron en porcentajes, con sus intervalos de confianza (IC)
al 95%. Las diferencias en proporciones fueron evaluadas usando y’y test exacto de
Fisher. Variables como edad, método anticonceptivo, gestaciones, edad de la primera
relacién sexual, nUmero de compafieros sexuales, estado civil, etnia y regiébn geografica

(cuidad) fueron tratadas como variables categéricas.

Para el andlisis de asociacion, fue establecida una direccion tedrica donde la variable
dependiente fue el resultado de infeccién-coinfeccion y las variables independientes
fueron aquellas establecidas previamente como categéricas. La fuerza de asociacion fue

medida empleando ORs con sus respectivos IC al 95%.

Se realiz6 regresién logistica binomial para evaluar las relaciones entre factores de riesgo
e infeccion (tomado como un resultado binomial). Ademas, una regresion logistica para
datos ordinales fue utilizada para la estimacién de ORs ajustados, teniendo en cuenta la
presencia de cualquiera de los tres niveles de infeccion (no infeccién - Unica - mdltiple).
Un modelo logistico ordinal se llevé a cabo para evaluar la asociacion entre las variables
dependientes (estado de infeccién), y la interaccion entre las variables de gestaciones,
namero de comparfieros sexuales, raza y region geografica; para este propésito, se utilizd
un modelo “stepwise” usando 0.15 como probabilidad de entrada al modelo y 0.2 como
probabilidad de salida; todas las pruebas de hipétesis fueron fijadas a un nivel de
significacion del 5%. Los diferentes procedimientos estadisticos se realizaron utilizando el
programa STATAl1l ®.
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8. ASPECTOS ETICOS, CONSENTIMIENTO Y CONFIDENCIALIDAD

A todas las mujeres que aceptaron voluntariamente ingresar al estudio, se les tomé una
muestra de tejido cervical, por medio del mismo colector de células (citobrush) utilizado
para la citologia, este examen de rutina no implica ningun riesgo para la mujer. Estos
cepillos son colectados y transportados en un adecuado medio de preservacion y dirigidos
al laboratorio de la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC) para los
analisis respectivos. Cada muestra llegd identificada con su respectivo hombre, nimero
de cédula, lugar de origen (cuidad) y numero de historia clinica. Al llegar al laboratorio,
estos datos fueron consignados en un libro y una base de datos electrénica a partir de las
cuales se les asigndé un numero consecutivo segun el orden de llegada. Estos datos
fueron conocidos Unicamente por el investigador que envia el resultado a cada hospital,
puesto que los mismos fueron empleados por el ginecélogo tratante como guia de manejo
de cada mujer; todas las muestras son manejadas por numero consecutivo y manteniendo
la confidencialidad de los nombres.

Segln las “PAUTAS INTERNACIONALES PARA LA EVALUACION ETICA DE LOS
ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS”, preparadas por el Consejo de Organizaciones
Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS), es fundamental identificar de forma
precisa a toda persona estudiada y luego de establecerse las identidades para compilar
las tablas estadisticas, se debe borrar la informacién de identificacion personal, con la
finalidad de proteger la privacidad y confidencialidad; todo esto fue realizado y
contemplado en nuestros estudios y en el momento de configurar los datos para las
publicaciones (CIOMS and OMS 1991).
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Con el material biolégico que llega por paciente, lo primero que se realizé fue guardar una
alicuota de las células en el medio de preservacion y su posterior mantenimiento a -4°C,
en una citoteca; a las mujeres se les informé que la muestra estaba a su disposicion, en el
caso que desearan retirarla de las instalaciones de la FIDIC. La metodologia a utilizar con
el resto de la muestra, fue realizar una extraccion de ADN, a fin de ser la materia prima
para la identificacion y tipificacion viral. El Unico procedimiento que involucra amplificacion
de ADN gendmico de origen humano es el que se realiza con la finalidad de establecer si
la muestra que llega presenta ADN celular en buena cantidad y calidad, por lo que se

realiza la amplificacién de un gen constitutivo celular (gen de B-globina humana).

Los estudios a desarrollar con estos resultados son de tipo epidemioldgico; esto indica
gque son basicamente observacionales con encuestas y resultados de examenes médicos

rutinarios, como lo es el test de Papanicolau.

Todas las mujeres que aceptaron participar en el presente estudio firmaron un
consentimiento informado y llenaron un cuestionario que considera caracteristicas socio-
demogréaficas, conducta sexual y factores de riesgo (Anexo 1); estos datos fueron
recolectados antes de realizar el examen ginecoldgico. Ya que este trabajo involucré
diferentes centros hospitalarios bajo el marco de un estudio multicéntrico, todos los
procedimientos que se llevaron a cabo fueron aprobados y supervisados por el comité de
ética de cada Hospital involucrado. El protocolo fue basado en las normas establecidas
por las instituciones participantes y sus correspondientes Comités de Etica; la informacion

recolectada para fines del estudio se consider6 confidencial.

Adicionalmente, siendo esta una investigacion en la cual el sujeto de estudio comprendi6
seres humanos, para el objeto, la poblacion fue compuesta exclusivamente por mujeres,
prevaleciendo en ellas el criterio del respeto a su dignidad, la proteccion de sus derechos
y su bienestar. Esta investigacion se justificd en los principios cientificos y éticos, esta
fundamentada en hallazgos clinicos y epidemiologicos reportados previamente en la

literatura cientifica a nivel mundial.

Basados en la Resolucién No 008430 de 1993, establecida por el Ministerio de Salud de

la Republica de Colombia, por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y
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administrativas para la investigacion en salud, los siguientes aspectos fueron

contemplados durante el desarrollo de este estudio:

e El aspecto mas importante fue la seguridad de los beneficiarios y establecimiento

claro de los riesgos (los cuales para efectos de estos trabajos son minimos).

e El establecimiento de un Consentimiento Informado y por escrito del sujeto de

investigacion.

e Fue realizada por profesionales con conocimiento y experiencia para cuidar la
integridad del ser humano bajo la supervisién y responsabilidad de entidades de
salud, que contaban con los recursos humanos y materiales necesarios que

garantizar el bienestar del sujeto de investigacion.

e EIl proyecto se ejecutéd sélo cuando se obtuvo la autorizacién del representante
legal de la institucién investigadora y de la institucibn donde se establecio el

convenio para la ejecucién de la misma.

Con respecto a los beneficios obtenidos para las mujeres que participan en el estudio,
esta el conocer si presentan o no infeccion por VPH, asi como del tipo viral infectante;
adicionalmente, estos resultados son una importante herramienta para los ginecélogos
tratantes, ya que les permiten una mayor precisién en el diagnéstico y tratamiento a

seguir.
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9. RESULTADOS

Un total de 2,110 mujeres aceptaron participar en el estudio, de las cuales fueron
excluidas del analisis estadistico 295 muestras (14%) por presentar resultado negativo
para la amplificacion del gen de B-globina humana y 5 muestras (0.2%) por haber sido

tomadas en mujeres mayores de 69 afos.

Un total 1,810 mujeres (con edades entre 14-69 afos, media = 38.9, DS= 11.9) fueron
sometidas a la identificacibn del ADN viral y sus datos, empleados en los analisis
estadisticos del presente trabajo. La distribucion por ciudad fue: 7.7% muestras
provenientes de Leticia-Amazonas, 8.2% de Chaparral-Tolima, 44% del Hospital de
Engativa-Bogota, 17.6% de Girardot-Cundinamarca y 22.5% de Tumaco-Narifio (Tabla 4).

Los hallazgos citoldgicos (test Pap) fueron clasificados segln el sistema Bethesda; de
acuerdo con este criterio, 92 pruebas (5.1%) presentaron resultado insatisfactorio o
perdido, 1,563 (86.4%) fueron negativas para lesiones intraepiteliales o malignidad y 155
(8.5%) mostraron anormalidades citologicas, siendo este Ultimo porcentaje ligeramente
superior a lo reportado para otras poblaciones colombianas (Uribe et al. 2006). A su vez,
los hallazgos citologicos anormales fueron: 92 (5.1%) muestras con resultado de células
escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US), 50 (2.7%) presentaron lesién
intraepitelial escamosa de bajo grado (L-SIL) y 13 (0.7%) fueron reportadas con lesion

intraepitelial escamosa de alto grado (H-SIL).
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Regiones "

Leticia- Chaparral- Engativa- Girardot- Tumaco-
Variable Amazonas Tolima Bogota Cundinamarca Narifio Total
(n=139) (n=149) (n=796) (n=320) (n=406) (n=1,810)
Edad 39.7[17-68] 35.7[15-66] 39.9[17-69] 41.0[16-69] 35.8[14-62]  38.8[14-69]
DS=12.0 DS =10.9 DS =12.1 DS =12.2 DS =10.3 DS =11.8
Raza (%)
Blanca 24.6 7.1 9.7 52.7 3.9 17.0
Indigena 25.4 1.4 0.1 0.4 1.7 2.6
Mestizo 46.4 90.0 86.3 42,5 13.8 59.2
Negra 3.6 15 3.9 4.4 80.6 21.2
Estado civil (%)
Soltera 14.1 7.0 26.6 16.8 14 16.7
Casada 22.4 36.6 26.7 24.8 9.4 22.9
Union Libre 46.3 49.4 33.0 46.3 88.5 50.2
Separada 12.7 4.9 11.0 8.6 0.0 7.7
Viuda 4.5 21 2.7 35 0.7 25
Edad primera relacion
sexual (%)
<15 34.1 30.2 21.8 18.2 31.7 25.0
16-17 21.8 24.6 23.1 30.3 29.9 25.9
18-19 24.9 21.2 26.0 22.2 23.8 24.4
>19 19.3 24.0 29.0 29.3 14.6 24.7
Gestaciones (%)
Ninguna 9.2 0.9 7.9 7.4 4.7 6.7
1-2 29.0 27.1 41.9 35.6 28.1 35.7
2-3 31.3 42.4 36.1 37.8 31.6 35.4
>4 30.5 29.6 14.1 19.2 35.6 22.2
Hallazgo citolégico (%)
Normal 99.3 98.7 83.4 95.3 96.0 91.0
Anormal 0.7 1.3 16.6 47 4.0 9.0
Nimero de compafieros
sexuales (%)
1 39.1 45.8 411 52.0 394 42.8
2-3 42.2 45.1 46.2 42.8 53.3 46.8
>3 18.7 9.1 12.7 5.2 7.3 104
Método anticonceptivo
(%)
Ninguno 44.7 37.6 45.0 41.9 36.8 42.1
Anticonceptivos orales 6.8 45 3.2 10.9 53 54
Cirugia 31.1 39.2 24.9 333 394 31.1
Condon 45 3.6 6.1 5.0 17 4.6
DIU (Dispositivo 3.0 14.2 15.1 8.6 8.6 11.5
intrauterino)
Anticonceptivos 9.9 0.9 5.7 0.3 8.2 5.3
inyectables
Fuma (%)
Si 9.3 4.0 14.0 11.6 7.6 11.0
No 90.7 96.0 86.0 88.4 92.4 89.0

% media [rango]; DS =desviacion estandar

® El ntimero de mujeres para cada region corresponde a las muestras de ADN de buena calidad (positivo para S-globina

humana)

Los valores se expresan en porcentajes, excepto Edad.

Tabla 4. Perfil demografico de las 1,810 mujeres incluidas en el estudio con amplificacion

positiva para el gen de B-globina humana (modificada de (Camargo et al. 2011)).
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Las muestras positivas para el gen B-globina fueron analizadas con los dos sets de
primers genéricos, a fin de identificar la presencia de ADN de VPH (tomando como
positiva la amplificacién con GP5+/6+, MY09/11 o ambas). Se detectaron como positivas
para el virus 897 (49.6%) mujeres, de éstas, 581 mujeres (64.8%) presentaron
coinfeccion. Utilizando el set de primers genéricos GP5+/6+ hubo amplificacion positiva
para 457 (25.2%) muestras, mientras que empleando el sistema de identificacion
MY09/11, hubo amplificacién positiva en 702 (38.8%) muestras (Tabla 5).

MY09/11
GP5+/6+ Negativo Positivo Total
Negativo 913 440 1,353
Positivo 195 262 457
Total 1,108 702 1,810

Tabla 5. Deteccion de ADN de VPH empleando dos sets de primers de identificacién
genérica (GP5+/6+y MY09/11)

Las frecuencias de infeccion con VPH para cada ciudad fueron: en Leticia 85 mujeres
(61.1%; IC 95%: 42.05-69.08), en Chaparral 81 mujeres (54.3%; IC 95%: 46.01-62.53), en
Engativa 367 mujeres (46.1%; IC 95%: 42.48-49.51), en Girardot 165 mujeres (51.6%; IC
95%: 46.09-57.29) y en Tumaco 199 mujeres (49.0%; IC 95%: 44.05-54.23) (Tabla 6).

El tipo viral mas frecuentemente encontrado fue VPH-16, seguido en orden decreciente
por el VPH-31, -18, -33, -45, -58 y -6/11; adicionalmente, los VPH-BR fueron detectados
solo en coinfeccion con virus de alto riesgo. Se observo una distribucion similar de
frecuencias de infeccidn viral para Engativa, Leticia y Girardot, sin embargo, las mayores
frecuencias de coinfeccidén fueron encontradas en las dos Ultimas ciudades (p = 0.010)
(Tabla 6). En Chaparral y Tumaco, el VPH-18 fue el segundo tipo mas prevalente, seguido
en orden decreciente por VPH-31, -33, -45 y -58 (Fig. 5).
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Sin Infeccién Infeccidn

Infeccion Unica Mdltiple
Region n (%)% n (%)° n (%)° Total
Leticia-Amazonas 54 (38.9) 19 (13.7) 66 (47.4) 139
Chaparral-Tolima 68 (45.6) 31 (20.9) 50 (33.5) 149
Engativa-Bogota 429 (53.8) 153 (19.3) 214 (26.9) 796
Girardot-Cundinamarca 155 (48.4) 19 (6.0) 146 (45.6) 320
Tumaco-Narifio 207 (51.0) 94 (23.2) 105 (25.8) 406
Total 913 (50.4) 316 (20.2) 533 (29.4) 1,810

a - "
Los porcentajes se calculan por filas

Tabla 6. Frecuencias relativas de infeccion por VPH Unicay multiple de acuerdo a las

diferentes regiones (modificada de (Camargo et al. 2011)).

Cuando se analizaron las infecciones por VPH y el sitio de origen de las mujeres, fueron
encontradas diferencias estadisticamente significativas entre las distintas ciudades
(Figura 10). El porcentaje mas alto de VPH-16 (en referencia a los demas VPH
detectados) se observd en Leticia-Amazonas (p = 0.004) y el de VPH-18, en Girardot-
Cundinamarca y Chaparral-Tolima (p = 0.001). VPH-31, -33 y -45 fueron detectados con
mayor frecuencia en Girardot-Cundinamarca y Leticia-Amazonas (p = 0.000), mientras
que el VPH-58 fue identificado predominantemente en Girardot-Cundinamarca, Leticia
Amazonas y Engativa-Bogota (p = 0.002). Por ultimo, VPH-6/11 fue detectado con mayor

frecuencia en Chaparral-Tolima (p = 0.000).
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Con el fin de evaluar las asociaciones entre parejas de tipos de VPH, se calcularon OR
crudos y ajustados; los resultados mostraron que mujeres infectadas con VPH tienen un
incremento en la frecuencia de infeccidon con otro tipo viral; esta asociacion positiva se
observo principalmente para VPH-31 y -33. Adicionalmente, se observé que VPH-16 se
asocia con todos los tipos virales detectados en este estudio, VPH-18 con VPH-6/-11,
VPH-31, VPH-33 y VPH-45, mientras VPH-6/-11 mostré asociacion solo con los tipos
VPH-16 y -18 (Tabla 7). Al ajustar los ORs todas las asociaciones continuaron siendo

estadisticamente significativas.

Cuando se calculé la asociacion entre infeccion por VPH (definida como muestras
positivas con uno o ambos sets de primers de identificacion genérica) y los factores de
riesgo asociados con el de desarrollo de CCU (edad, método anticonceptivo, gestaciones,
edad de la primera relaciéon sexual, nUmero de comparferos sexuales, estado civil, etnia-
raza y regién geografica), el andlisis de regresion mostré a tres de estos factores como
fuertemente asociados con cualquier infecciébn por VPH: el nimero de embarazos, la

ciudad y el nimero de parejas sexuales.

El primero de ellos, el nimero de embarazos, presenté una asociacion de riesgo para
mujeres que reportaron ninglin embarazo en comparacion con aquellas que tenian 4 o
mas embarazos a término. El siguiente factor asociado a riesgo fue la regién geografica
de donde provenian las mujeres, donde el mayor riesgo fue observado en aquellas
procedentes de Chaparral y Leticia, en comparacion con las mujeres pertenecientes a
Engativa. Por ultimo, en cuanto al nimero de parejas sexuales, mujeres que reportaron
dos a tres compafieros sexuales durante su vida, presentaron menor riesgo de infeccién
con VPH, en comparacién con aquellas que dijeron haber tenido solo un comparfiero

sexual (Tabla 8).
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VPH-6/-11 VPH -58 VPH -45 VPH -33 VPH -31 VPH -18
Tipo VPH, ORs No Si No Si No Si No Si No Si No Si
VPH-16
No 195 49 181 63 185 59 168 76 121 123 168 76
Si 604 51 590 65 522 133 506 149 442 213 456 199
OR crudo 1.91 1.88 4.79 4.20 4.09 6.22
(C1 95%) ® (1.27-2.86) (1.31-2.70) (3.47-6.63) (3.12-5.64) (3.19-5.24) (4.67-8.28)
OR" 1.85 1.98 5.00 4.60 4.18 6.83
Ajustado (1.20-2.87) (1.35-2.90) (3.54-7.06) (3.36-6.32) (3.21-5.44) (5.02-9.29)
(C1 95%)
VPH-18
No 551 73 519 105 489 135 480 144 394 230
Si 248 27 252 23 217 58 194 81 168 107
OR crudo 2.18 1.23 2.78 4.04 3.62
(C1 95%) ® (1.37-3.47) (0.77-1.97) (1.98-3.90) (2.96-5.52) (2.74-4.79)
OR" 1.98 1.26 2.78 4.20 4.08
Ajustado (1.19-3.30) (0.77-2.07) (1.93-4.00) (3.00-5.88) (3.02-5.51)
(C1 95%)
VPH-31
No 487 75 499 63 463 99 498 64
Si 312 25 272 65 243 94 176 161
OR crudo 1.49 5.27 5.38 20.21
(C1 95%) * (0.93-2.39) (3.65-7.63) (3.93-7.37) (14.54-28.09)
OR® 1.63 5.27 4.91 19.79
Ajustado (0.98-2.72) (3.55-7.83) (3.52-6.86) (13.94-28.09)
(C1 95%)
VPH-33
No 584 90 500 84 553 121
Si 215 10 181 44 153 72
OR crudo 0.77 4.30 5.71
(C1 95%) * (0.39-1.51) (2.89-6.39) (4.08-7.99)
OR" 0.97 4.26 5.15
Ajustado (0.49-1.94) (2.78-6.52) (3.60-7.38)
(C1 95%)
VPH-45
No 617 89 619 87
Si 182 11 152 41
OR crudo 1.04 4.70
(C1 95%) * (0.54-1.98) (3.13-7.05)
OR" 1.20 4.84
Ajustado (0.60-2.38) (3.14-7.45)
(CI 95%)
VPH-58
No 677 94
Si 122 6
OR crudo 0.82
(Cl 95%) * (0.35-1.92)
OR" 0.64
Ajustado (0.23-1.79)
(CI 95%)

Tabla 7. Asociaciones de acuerdo a las parejas de tipos de VPH
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Todos los factores descritos, fueron analizados segun los datos de coinfeccion, siendo
similares a aquellos observados para la sumatoria de infecciones Unicas y multiples por
VPH, con excepcion de la variable etnia, cuyas categorias presentaron diferencias. Dentro
de ésta, las mujeres indigenas presentaron un mayor riesgo de coinfeccién por VPH al ser
comparadas con las mujeres que respondieron ser blancas en la encuesta. Ademas, la
ciudad a la que pertenecen, ya que las mujeres provenientes de Girardot y Leticia
presentaron un mayor riesgo de contraer infecciones multiples (Tabla 9).

Las variables evaluadas continuaron siendo significativas cuando fueron corridas con un
modelo stepwise, en el que términos de interaccién fueron incluidos para determinar si
estos tenian algun efecto en el modelo; los resultados obtenidos fueron: embarazos-
nuliparidad (OR ajustado: 1.56; IC 95%: 1.07-2,29), de 2 a 3 compaferos sexuales (OR
ajustado: 0.81; IC 95%: 0.67-0.98), la etnia indigena (OR ajustado: 2.26; IC 95%: 1.13-
4.52) y, por ultimo, las dos ciudades: Girardot (OR ajustado: 1.60; IC 95%: 1.23-2.07) y
Leticia (OR ajustada: 1.92; IC 95%: 1.28-2.88).

50



Infeccién con VPH

Factores de riesgo (Gnica y multiple) ORs crudos ORs ajustados
(95% CI) (95% ClI)
n (%)
Edad
<24 115 (52.0) 1.00 (---)
25-34 235 (50.9) 0.95 (0.69 — 1.32) 0.98 (0.68 — 1.42)
35-44 238 (47.2) 0.82 (0.60-1.13) 0.92 (0.61-1.37)
45-54 194 (48.3) 0.86 (0.62 — 1.43) 0.95 (0.61 - 1.47)
>55 95 (51.6) 0.98 (0.66 — 1.45) 1.04 (0.61 —1.76)
Método
anticonceptivo
Ninguno 357 (49.1) 1.00 (---)
Anticonceptivo oral 48 (51.6) 1.10 (0.71- 1.69) 1.09 (0.68— 1.74)
Cirugia 255 (47.5) 0.93 (0.74-1.17) 0.94 (0.73-1.23)
Condédn 40 (50.0) 1.03 (0.65 - 1.64) 1.01 (0.61 - 1.67)
DIU (Dispositivo
intrauterino) 102 (51.5) 1.09 (0.80 — 1.50) 1.06 (0.75-1.50)
Anticonceptivos
inyectables 51 (55.4) 1.28 (0.83 —1.99) 1.20 (0.74-1.92)
Gestaciones
Ninguna 68 (58.7) 1.47 (1.00 - 2.17) 1.78 (1.04 -3.04)
1-2 305 (49.0) 0.97 (080 — 1.18) 1.14 (0.82-1.60)
34 309(50.1) 1.03 (0.84 -1.25) 1.18 (0.88 — 1.58)
>4 181 (46.8) 1.00 (---)
Edad primera relacion
sexual
<15 207 (47.6) 1.00 (---)
16-17 236 (51.9) 1.20 (0.92 - 11.56) 1.22 (0.92 - 1.62)
18-19 209 (48.9) 1.06 (0.81 — 1.39) 1.13 (0.84 - 1.52)
>19 212 (48.9) 1.06(0.81 — 1.39) 1.04 (0.75-1.44)
Nimero de
compafieros sexuales
1 385 (51.7) 1.00 (---)
2-3 376 (46.1) 0.80 (0.65 -0.97) 0.79 (0.63 - 0.99)
>3 92 (51.1) 0.97 (0.70 - 1.35) 0.96 (0.66 — 1.39)
Estado civil
Soltera 144 (48.3) 1.00 (---)
Casada 206 (50.5) 1.09 (0.80 - 1.47) 1.06 (0.74 —1.54)
Union libre 444 (49.5) 1.04 (0.80 — 1.36) 1.05 (0.76 —1.46)
Separada 61 (44.2) 0.84 (0.56 — 1.27) 0.93 (0.59 — 1.47)
Viuda 27 (61.3) 1.69 (0.88 — 3.25) 1.72 (0.82 —3.59)
Raza
Blanca 152 (50.3) 1.00 (---)
Indigena 30 (65.2) 1.85 (0.96 — 3.54) 2.03 (0.90 - 4.58)
Mestizo 517 (49.0) 0.95 (0.73-1.22) 1.01 (0.81 - 1.50)
Negra 182 (48.1) 0.91 (0.67 —1.24) 0.92 (0.58 — 1.46)
Ciudad
Engativa 367 (46.1) 1.00 (---)
Chaparral 81 (54.3) 1.23(0.88-1.72) 1.66 (1.01 - 2.71)
Girardot 165 (51.6) 1.01 (086 — 1.40) 1.25(0.91 —-1.72)
Leticia 85 (61.1) 1.66 (1.16 — 2.37) 1.82 (1.14 - 2.91)
Tumaco 199 (49.0) 0.97 (0.77 -1.21) 1.26 (0.83 —1.93)

% Valores con p <0.05 son indicados en negrita

»* OR ajustado por edad, método anticonceptivo, gestaciones, edad de la primera relacion sexual, nimero de compafieros sexuales, estado

civil, etnia-raza y regién geogréfica

Tabla 8. Factores de riesgo asociados a infeccién por VPH en cualquier estado (Gnica y

multiple) (modificada de (Camargo et al. 2011)).
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Factores de riesgo

Infeccion multiple

ORs crudos

ORs ajustados

n (%)° (95% ClI) (95% ClI)
Edad
<24 81 (70.4) 1.00 (---)
25-34 140 (59.6) 0.90 (0.66 — 1.22) 0.95 (0.67 — 1.34)
35-44 142 (59.6) 0.77 (0.57 — 1.04) 0.86 (0.58 — 1.25)
45-54 138 (71.1) 0.90 (0.65 - 1.23) 0.96 (0.63 — 1.46)
>55 69 (72.6) 1.02 (0.70 —1.48) 1.03 (0.62-1.70)
Método anticonceptivo
Ninguno 226 (63.31) 1.00 (---)
Anticonceptivo oral 34 (70.8) 1.17 (0.77- 1.77) 1.09 (0.70 - 1.71)
Cirugia 159 (62.3) 0.92 (0.74 - 1.13) 0.98 (0.76 — 1.25)
Condon 31 (77.5) 1.06 (0.68 — 1.65) 1.04 (0.65 - 1.66)
DIU (Dispositivo
intrauterino) 68 (66.6) 1.07 (0.80 — 1.44) 1.09 (0.78 —1.52)
Anticonceptivos
inyectables 31 (60.7) 1.15(0.77 = 1.71) 1.13 (0.73-1.75)
Gestaciones
Ninguna 43 (63.27) 1.64 (1.11 -2.43) 1.67 (1.01 - 2.76)
1-2 199 (65.2) 1.09 (0.85 - 1.39) 1.12 (0.81-1.54)
3-4 195(63.1) 1.08 (0.85 -1.38) 1.10 (0.83 - 1.45)
>4 120 (66.3) 1.00 (---)
Edad primera relacion
sexual
<15 138 (66.6) 1.00 (---)
16-17 163 (69.0) 1.20 (0.93 - 1.54) 1.18 (0.90 — 1.55)
18-19 130 (62.2) 1.07 (0.83 - 1.38) 1.12 (0.84 — 1.48)
>19 131 (61.7) 1.07 (0.83 - 1.38) 1.01 (0.74-1.38)
Nimero de
compafieros sexuales
1 268 (69.6) 1.00 (---)
2-3 230 (61.1) 0.80 (0.66 — 0.97) 0.79 (0.64 - 0.98)
>3 56 (60.8) 0.93 (0.69 —1.27) 0.87 (0.61 — 1.23)
Estado civil
Soltera 101 (70.1) 1.00 (---)
Casada 139 (67.4) 1.00 (0.75-1.33) 0.95 (0.67 —1.35)
Union libre 271 (61.0) 0.88 (0.69 — 1.14) 0.93 (0.67 —-1.27)
Separada 37 (60.6) 0.77 (0.52 — 1.15) 0.81 (0.52 -1.27
Viuda 18 (66.6) 1.48 (0.82 —2.67) 1.51 (0.76 —3.00)
Raza
Blanca 115 (75.6) 1.00 (---)
Indigena 25 (83.3) 1.96 (1.07 -3.59) 251 (1.20 -5.22)
Mestizo 328 (63.40) 0.82 (0.64 — 1.05) 1.14 (0.85 — 1.53)
Negra 100 (54.9) 0.71 (0.53 - 0.95) 0.99 (0.64 — 1.53)
Ciudad
Engativa 214 (58.3) 1.00 (---)
Chaparral 50 (61.7) 1.27 (0.92 - 1.76) 1.45 (0.92 — 2.26)
Girardot 146 (88.4) 1.66 (1.29 — 2.15) 1.68 (1.23 -2.29)
Leticia 66 (77.6) 2.08 (1.47 - 2.93) 2.05(1.33-3.16)
Tumaco 105 (52.7) 0.98 (0.79 —1.23) 1.10 (0.74 —1.63)

% Valores con p <0.05 son indicados en negrita

* OR ajustado por edad, método anticonceptivo, gestaciones, edad de la primera relacién sexual, nimero de compafieros sexuales, estado
civil, etnia-raza y regién geogréfica

Tabla 9. Factores de riesgo asociados a coinfeccién por VPH (modificada de (Camargo et al.

2011)).
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10. DISCUSION

En el presente trabajo, se encontraron frecuencias de infeccién y coinfecciéon por VPH
mayores a las reportadas en estudios realizados previamente en Colombia (Munoz et al.
2004; Molano et al. 2005; Sierra-Torres et al. 2006; Sierra-Torres et al. 2006). Esta
diferencia puede argumentarse en los métodos y técnicas utilizados para obtener los
datos de infeccién por VPH, ya que la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) para la deteccion viral, ha sido reportada como uno de los métodos que brinda
mejores valores de sensibilidad comparada con otros empleados con el propdsito de
detectar ADN viral (Hubbard 2003; Iftner and Villa 2003).

Las frecuencias de infeccidon y coinfeccion viral podrian haber sido subestimadas en
estudios previos debido a la utilizacién de un Unico set de primers genéricos. El uso de
mas de un set de primers se ha recomendado en el disefio de estrategias que tienen
como objetivo la identificacion de VPH, ya que brindan mayor robustez en la deteccion del
virus y aumentan la sensibilidad en estudios epidemiologicos (Karlsen et al. 1996;
Remmerbach et al. 2004). Los dos sistemas de deteccién viral genérica empleados en el
presente trabajo, han sido ampliamente utilizados en numerosos estudios de
identificacion del VPH y se han reportado como convenientes para la deteccion tanto de
bajas copias virales, como en mujeres que cursan con infeccién por mas de un virus

simultdneamente (Qu et al. 1997; Remmerbach et al. 2004).

Adicionalmente, las distintas frecuencias de infeccién aqui encontradas, pueden deberse
a las particularidades genéticas y/o socio-culturales de la poblacién reclutada (Fuessel
Haws et al. 2004). De igual manera, prevalencias elevadas de infeccion por el VPH han
sido reportadas en otros estudios llevados a cabo en diferentes regiones alrededor del
mundo. En paises africanos, como las Comoras, Congo, Djibouti, Eritrea y Etiopia se han
reportado porcentajes de infeccion viral que van del 23.0% al 35.4% (WHO 2007). En
algunos paises Europeos como Francia e Italia, prevalencias igualmente elevadas de
45.3% y 68.9%, respectivamente, han sido descritas (Pannier-Stockman et al. 2008; Bello

et al. 2009), al igual que en algunos paises de América Latina (ver Tabla 2).

Una mayor frecuencia de infeccion y coinfeccion se encontr6 en las ciudades de Girardot

y Leticia; en estas poblaciones, buena parte de la economia esta basada en el turismo,
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por lo que estas mujeres pueden estar expuestas a comportamientos sexuales de riesgo
gue favorecen la adquisicion de mdultiples infecciones, tanto con VPH, como con otras
enfermedades de transmisién sexual (de Sanjose et al. 1996; Leon et al. 2009). Ademas,
la mayoria de la poblacién indigena incluida en el presente trabajo provino de la ciudad de
Leticia y este grupo de mujeres mostraron tener un mayor riesgo de presentar coinfeccion

también.

La elevada prevalencia de infeccion viral reportada, no implica necesariamente un gran
porcentaje de hallazgos citoldégicos anormales (ASC-US, L-SIL y H-SIL) en las mujeres
infectadas. Esto se fundamente en que en este trabajo, la detecciébn viral esta
determinada por la amplificacion del gen que codifica para la proteina de capside L1, la
cual se encuentra en mayor cantidad durante replicacion activa del VPH. Se ha
demostrado que a medida que el grado de lesion aumenta en severidad, el ADN viral se
encuentra principalmente integrado a las células huésped y la transcripcion de la proteina
L1 se pierde o se encuentra en bajas concentraciones (Choo et al. 1987; Jeon et al. 1995;
Depuydt et al. 2007; Rauber et al. 2008).

Con respecto a las prevalencias tipo especificas, el tipo VPH-16 aparece como el mas
prevalente, siendo detectado en aproximadamente el 50% de los casos, seguido por HPV-
18, detectado en el 20% de casos; sin embargo, se ha reportado que la prevalencia de
otros tipos de VPH-AR y de VPH-BR puede variar significativamente entre diferentes
regiones geograéficas, principalmente en mujeres con hallazgo citolégico normal (Liu et al.
2004; WHO 2007; Parkin et al. 2008). En este trabajo, la distribucién tipo-especifica
mostré al tipo VPH-16 como el mas prevalente en todas las ciudades incluidas en el
estudio; la frecuencia de los otros tipos virales fue variable dependiendo de la ciudad
evaluada. Las variaciones han sido explicadas gracias al efecto que producen los
diferentes genotipos en el sistema inmune del hospedero, a los factores genéticos y a las
caracteristicas medio-ambientales a las cuales se ven enfrentadas las poblaciones
(Clifford et al. 2005; Clifford et al. 2006).

Adicionalmente, nuestros resultados mostraron al tipo VPH-31 como el que le sigue en
frecuencia de aparicion al VPH-16; este tipo viral también ha sido reportado como el
segundo mas prevalente en Europa y en pacientes que presentan algun tipo de lesion
(Clifford et al. 2005; Antonishyn et al. 2008).
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Ha sido completamente demostrado que el riesgo de adquirir una posterior infeccion por
VPH se incrementa en mujeres ya infectadas con un tipo de VPH; esto ha sido observado
principalmente en infecciones con tipos de alto riesgo, sin que necesariamente estas
coinfecciones tengan una estrecha relacion filogenética (Molano et al. 2002; Rousseau et
al. 2003; Mendez et al. 2005). Estas coinfecciones podrian ser el resultado de la
deficiencia del sistema inmunoldgico al depurarlas, lo que facilita la persistencia del virus
en el sitio de la infeccion (Rousseau et al. 2003). Los tipos VPH-16 y -18 se encontraron
asociados con la presencia de casi cualquier otro tipo viral de los detectados en este
estudio, lo que concuerda con lo reportado previamente, donde mujeres infectadas con
estos dos tipos virales, tienen un mayor riesgo de adquirir otras coinfecciones (Rousseau
et al. 2001).

Se encontrd que el tipo VPH-31 presenta alta frecuencia de infeccion y se determind que
tiene co-ocurrencia con el tipo VPH-33. Previamente se habia demostrado que a pesar
que VPH-33 no es muy frecuente en algunas poblaciones, su incremento en la carga viral
se asocia con lesiones de mal pronéstico (HSILs) (Khouadri et al. 2007). Adicionalmente,
un estudio previo ha sefialado que el significado clinico de VPH-31 ha sido subestimado
(Antonishyn et al. 2008), haciendo interesante la asociacion aqui encontrada entre VPH-
31y VPH-33, para realizar futuros estudios que permitan evaluar la relevancia clinica de

este hallazgo.

En cuanto a las caracteristicas socioecondmicas descritas en la encuesta, la etnia
indigena mostré una alta asociacién con la ocurrencia de infecciones multiples, asociacion
atribuible a las particularidades culturales de esta etnia, como el inicio temprano de la
actividad sexual, un menor acceso a los programas de prevencion de enfermedades de
transmision sexual, diferencias de comportamiento asociados a los grupos étnicos
(Kenney 1996; Soto-De Leon et al. 2009) y caracteristicas biol6gicas intrinsecas, tales
como la distribucion de alelos de HLA (Cervantes et al. 2003), lo cual no ha sido evaluado
en estas poblaciones étnicas, pero puede ser también causante de predisposicion de las

indigenas a la coinfeccion viral.

Con respecto a la predisposicion del huésped en la infecciéon por VPH, se ha planteado
gue los polimorfismos en el grupo de alelos de HLA, podrian modular la susceptibilidad

genética e influenciar la adquisicion de ciertos tipos de VPH (Cervantes et al. 2003), lo
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cual hace que diferencias étnicas sean consideradas al evaluar la predisposicion a la

infeccion viral y el desarrollo de lesiones cervicales.

El nimero de parejas sexuales es otro factor de riesgo asociado a infecciones. En los
analisis del presente trabajo, el haber declarado en la entrevista tener de 2 a 3
compaferos sexuales durante la vida, resultd ser un factor protectivo en su asociacion
con infecciones por VPH. Esta misma asociacion fue observada en un estudio realizado
entre mujeres hispanas, asiaticas y afro-americanas, en el que se encontrd que la relacion
entre nimero de compafieros sexuales y la prevalencia de infeccién por VPH-AR varia
segun la etnia; estos autores reportaron que las mujeres afroamericanas e hispanas que
dijeron tener mas comparfieros sexuales, mostraron estar menos expuestas a tener una
identificacion viral positiva (Javanbakht et al. 2010). La justificaciéon podria estar dada

sobre la base de competencia entre los virus presentes en un mismo nicho celular.

En la actualidad no ha sido posible esclarecer si la exposicion a un mayor namero de virus
como resultado de la conducta sexual crea una competencia entre ellos de manera
positiva 0 negativa (Mejlhede et al. 2010). Algunos estudios realizados en queratinocitos
primarios indican que la coexistencia de distintos tipos de alto riesgo en una misma célula
es posible, puesto que la replicacion viral puede ser mantenida de forma
episomal estable. Las distintas interacciones entre los tipos se llevan a cabo, pero a
menudo en detrimento de uno o ambos tipos de virus infectantes, ya que para sus
procesos de replicacion emplean factores celulares similares, lo que posiblemente

conduce al déficit de algunos de estos (McLaughlin-Drubin and Meyers 2004).

Finalmente, otro factor de riesgo que se asocié tanto a infecciébn como a coinfeccién fue el
numero de embarazos. Los resultados muestran que las mujeres que reportaron ninguna
gestacion tenian un mayor riesgo de infeccion viral, en comparacion con las que tuvieron
mas de cuatro gestaciones. Esta asociacion podria explicarse a partir del hecho que las
mujeres sin gestaciones son mas propensas a involucrarse en practicas sexuales de
riesgo (tener mayor numero de compafieros sexuales). Adicionalmente, los
anticonceptivos hormonales pueden ser empleados con mayor frecuencia entre las
mujeres sin embarazos y este tipo de método anticonceptivo ha sido descrito como un

modulador de la infeccién viral y de la progresion de la enfermedad.
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La actividad de los anticonceptivos hormonales en la replicacion viral, se debe a que en la
region larga de control (LCR), ademas de los factores de transcripcion viral, 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), siendo uno de estos la progesterona (consumida en forma de anticonceptivo oral),
y la cual, al ser reconocida por receptores en LCR, promueve el aumento de
la transcripcion de los genes E6 y E7 (Castellsague et al. 2002; Ghanem et al. 2011)

Para poblaciones de América Latina, algunos estudios se han dirigido a identificar los
factores de riesgo, clasificandolos en dos grupos: los denominados a corto plazo y que se
asocian con un mayor riesgo de infeccién por el VPH (como edad de la primera relacion
sexual, numero de comparferos sexuales) y los conocidos como a largo plazo, que se
asocian con un mayor riesgo de persistencia de la infeccion del VPH, la cual conlleva al
desarrollo de cancer cervical (como el uso de anticonceptivos orales, el nimero de

gestaciones y el consumo de cigarrillos) (Almonte et al. 2008).

No obstante, aln no estan claramente identificados los factores riesgo asociados a la
adquisicion de infecciones Unicas o multiples. De manera interesante, los resultados
obtenidos en este trabajo para infeccibn y coinfeccion, no muestran diferencias con
respecto a sus asociaciones a los diferentes factores de riesgo o proteccion evaluados, lo
gue concuerda con analisis reportados previamente en un estudio de cohorte llevado a
cabo en Brasil (Rousseau et al. 2003). Lo anterior podria ser atribuible al hecho que todos
los tipos de VPH tienen el mismo modo de transmision (la actividad sexual) y ha sido
establecido que las coinfecciones dependen principalmente de la preexistencia de otros

tipos virales (Mejlhede et al. 2009).

Una limitante del presente estudio es su disefio, ya que al ser de tipo transversal, no
permiti6 determinar si el tiempo de exposiciébn a mas de untipo de VPH-AR juega un
papel importante en la progresion de las lesiones del cuello uterino, o si la infeccién con
alguno de estos tipos predispone y/o aumenta la probabilidad de adquirir otro genotipo
viral. Este disefio no permite caracterizar completamente la cronologia de estos eventos,

ni si una infeccion ocurre posterior o simultaneamente.
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Los resultados del presente trabajo mostraron que la frecuencia de todos los tipos virales
identificados varidé, no solo entre las ciudades incluidas en el estudio, sino entre los
diferentes grupos étnicos analizados. Esto sugiere que dichas frecuencias de infeccion y
coinfeccion viral estdn fuertemente influenciadas por aspectos demograficos.
Adicionalmente, seria pertinente determinar si la susceptibilidad de un grupo étnico en
particular estd asociada factores como caracteristicas genéticas intrinsecas de cada
poblacion, aspectos culturales y/o ambientales particulares, que en dUltima instancia

modulan la respuesta inmune del huésped.

Como este estudio incluyé mujeres con caracteristicas socio-culturales y geograficas
diversas, comparados con los previamente realizados para Colombia, se obtuvieron datos
de prevalencias destacables como la elevada frecuencia de infeccion con VPH-AR-31,
importante ya que éste contribuye a tasas altas de incidencia de CCU (Hindryckx et al.
2006; Antonishyn et al. 2008; Baldez da Silva et al. 2009).

Las diferencias en las prevalencias de los VPH-AR deben ser consideradas en futuros
estudios que pretendan seleccionar las vacunas a ser aplicadas en nuestro pais. Ademas,
este tipo de estudios epidemioldgicos son relevantes para poder anticipar y analizar el
impacto que los programas de vacunacion puedan tener sobre la poblacion femenina,
dado que la actualmente las vacunas disponibles no protegen contra todos los tipos de
VPH-AR y la inmunidad cruzada frente a otros tipos de alto riesgo (no incluidos en las

preparaciones comerciales) se reduce después de un afio de la vacunacién (Ault 2007).
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11. CONCLUSIONES

Las frecuencias de infeccion y coinfeccion de VPH halladas en este estudio son mayores
que las reportadas previamente para Colombia. Los resultados mostraron que mujeres
infectadas con VPH-AR tienen un incremento en la frecuencia de infecciéon con otro tipo

viral; esta asociacién positiva se observo principalmente para VPH-16 y -31.

La distribucién tipo especifica para VPH varia segun la region geografica analizada. Se
encontr6 que el tipo VPH-31 es el segundo en prevalencia luego de VPH-16,
principalmente en las ciudades de Leticia y Girardot, ciudades que presentan porcentajes

elevados de coinfeccion.

De todos los factores de riesgo analizados, los embarazos, el nimero de compafieros
sexuales, la etnia y la region geografica mostraron estar asociados significativamente

tanto a infecciones Unicas como a multiples.
La etnia indigena incluida en el presente estudio mostré los mayores valores de

susceptibilidad a la infeccion con mas de un tipo viral de manera simultanea, al ser

comparada con los datos de infeccién en mujeres blancas.
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12. RECOMENDACIONES

Estos hallazgos hacen necesario el disefio de estudios de cohorte que permitan
determinar si la exposicion a uno 0 mas virus juega un papel importante en la progresion
de lesiones cervicales o si la infeccién por algun tipo viral incrementa la probabilidad de
adquirir otro genotipo (relacionado filogenéticamente o no).

Estudios adicionales de tipo longitudinal, permitirian diferenciar entre las infecciones
adquiridas simultdneamente o las adquiridas de manera subsecuente, al permitir
caracterizar la cronologia de los eventos de infeccion. Se necesita incluir un mayor grupo
de mujeres de etnia indigena, con el fin de determinar la posible susceptibilidad de este

grupo a la coinfeccién viral.
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14. ANEXOS

Anexo 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO Y CUESTIONARIO PARA MUJERES QUE
ACEPTEN PARTICIPAR EN EL ESTUDIO

Participante N°

PROYECTO
"COMPARACION DE LA PRUEBA SEROLOGICA DE ELISA DE ANTICUERPOS ANTI-VPH CON LA CITOLOGIA
Y CON LA DETECCION DEL ADN VIRAL, AL SER UTILIZADAS COMO PRUEBAS DE TAMIZACION PARA LA
DETECCION DE INFECCION PERSISTENTE POR EL VIRUS DE PAPILOMA HUMANO"

FIDIC FUNDACION INSTITUTO DE INMUNOLOGIA DE COLOMBIA

Solo ingresara al estudio previo a la firma de este consentimiento informado. Se le recuerda que su
participacion es totalmente voluntaria.

El virus de papiloma humano o VPH causa el cancer de Utero.

Es el segundo cancer mas frecuente en las mujeres del mundo y el primero en paises en vias de desarrollo
como el nuestro.

Su participacion en este estudio es una generosa contribucion al desarrollo de la ciencia y a la mejoria de la
salud de nuestros semejantes, asi como su propio beneficio.

Procedimientos a seguir

Si usted estda de acuerdo en participar en este estudio, previa evaluacion medica, se le solicitara la
donacion de una (1) muestra de sangre de 5 cc y una (1) muestra citolégica cervicovaginal para analisis
de ADN viral que se tomara en el momento de realizar la colposcopia.

Periodo de participacion

Tiempo necesario para la toma de la muestra de sangre (Aproximadamente 5 minutos).

Riesgos

Este estudio se considera de bajo riesgo. El volumen de sangre por individuo es minimo (5cc). Se puede tener
algo de dolor o enrojecimiento en el area de la veno-puncién y en raras ocasiones se presenta sensacion de
mareo de la que se recupera espontaneamente. La toma de la muestra cervical no presenta molestias
adicionales a la colposcopia.

Beneficios

Usted recibira a través de su servicio de salud, el resultado de laboratorio de la seropositividad o no para el
Virus del Papiloma Humano. Esto ayudara a su médico tratante para la toma de decisién en su caso
particular. Ademas significa un nuevo conocimiento acerca de los mecanismos de defensa del ser humano
contra la infeccién por Virus del Papiloma Humano y hace parte del proceso de evaluacion de la prueba que
podria, en el futuro, ser la base para el desarrollo de métodos de diagndstico mas precisos y posibles vacunas.
Confidencialidad

Su nombre no sera usado en ningln informe de este estudio.

Hallazgos nuevos de importancia para su salud

Cualquier informacién adicional e importante encontrada durante el periodo de duracién del estudio,
que pudiese resultar importante para su salud, le sera comunicada inmediatamente.

IMPORTANTE: Si existe alguna parte de este documento que no entienda, por favor pregunte a uno de los
investigadores antes de firmar.
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Por medio de la presente constancia, en pleno y normal uso de mis facultades mentales, otorgo en forma libre
mi consentimiento a la FUNDACION INSTITUTO DE INMUNOLOGIA DE COLOMBIA para que me sea
practicada la prueba de tamizaje para la deteccién de anticuerpos contra el virus del papiloma humano (VPH),
mediante la técnica ELISA.

Declaro que se me ha suministrado informacién sobre la prueba y aspectos concernientes a la infeccion por el
VPH, dentro del desarrollo de un trabajo de investigacion que busca detectar este virus en la muestra de mi
sangre que se toma cuando la citologia vaginal presenta resultados anormales para recibir posteriormente las
indicaciones que se requieran en el manejo de esta infeccion.

La informacién acerca del resultado de esta prueba se maneja con confidencialidad por parte del equipo de
salud que participa de la investigacion.

Soy consciente que la sangre que donaré y la colaboracién que prestaré, sera utilizada con fines de
investigacion solamente y que nadie obtendra ningun tipo de lucro con ellas. Soy también consciente
que mi participacion en este estudio no representa ningtn peligro para mi salud y que el procedimiento
para la toma de la muestra es seguro.

Nombre: Identificacion

Direccién:

Lugar y fecha:

Testigo 1

Firma e identificacion del testigo:

Parentesco con Relacién con el sujeto de investigacion

Testigo 2

Firma e identificacion del testigo:

Parentesco con Relacién con el sujeto de investigacion

BOGOTA,
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PROYECTO
"COMPARACION DE LA PRUEBA SEROLOGICA DE ELISA DE ANTICUERPOS ANTI-VPH CON LA CITOLOGIA
Y CON LA DETECCION DEL ADN VIRAL, AL SER UTILIZADAS COMO PRUEBAS DE TAMIZACION PARA LA
DETECCION DE INFECCION PERSISTENTE POR EL VIRUS DE PAPILOMA HUMANO"

FIDIC FUNDACION INSTITUTO DE INMUNOLOGIA DE COLOMBIA
1. Fecha 2. Ciudad: 3. Participante N°:
4. Nombres y Apellidos: 5. Cédula:
6. Direccién de residencia habitual 7. Teléfono Fijo: 8. Teléfono Celular:
9. Ha pensado cambiar de residencia en los préximos dos afios: [si I No
10. Esta dispuesta a continuar un seguimiento clinico cada seis meses durante dos afios: [si [ INo
11. Fecha de Nacimiento:D/M/A 12. Edad: 13. Con cuantas personas de

su familia vive:

14. Cuanto promedian sus ingresos mensuales: |15. Nivel de escolaridad:

[J Analfabeta [ primaria [J secundaria [1 Técnica [ universitaria
16. Raza: ,
I:l Indigena |:| Negra |:| Blanca I:l Mestiza I:l Otra: Cual :
17. Estado civil:
[ soltera [ unién libre [ casada [] separada [ Viuda
. - 21. Cuantos
Csi LIS 20, Hace cuanto [ Menos 1 afio N cigarrilos [ 11-5 [J10-20
18. H tiempo fuma? N [JMas de 3 afios fuma al dia:
- Ha 19. [J1a3 afios [Js-10 [] Mas de 20
Fumado Actualmente
alguna vez: 1 Fuma: -
No 22. Cuando fumé, por cuanto = ~ -
LINo tiempo lo hizo: L1 Menos 1 afio [J1a3 afios [[] Mas de 3 afios
23. Ha tenido relaciones sexuales: 24.Edad primera relacion sexual: 25. Vida sexual activa:
Csi ClNo Csi CIno
26. N° de comparieros sexuales: .
[ Ninguno 1 2 O3 [ Mas de 3
27. Cual es su método
mas frecuente de [L] 1. Sin Método []3. Ant orales [ 5. condsn [ 7.Norplant o Jadell
planificacién, usado en o,
los Gltimos 5 afios: [J2.p.1u [1 4. Inyectables [16. cirugia []8. otro cual:
28. Gestaciones: Partos: Vivos: Abortos: I [] Embarazo [1 Menopausia
29. Alguna vez ha tenido . Vaginosis ] 2.Chlamydia [13. VPH Cervical [14. Trichomona
infeccién de transmision
sexual por: .
[] 5. Gonorrea [Je. HIv [ 7. sifilis [] 8. Ninguna [ 9. otra cual:
30. Citologias previas: Osi [INo primera vez| 31. Fecha dltima citologia. D/M/A Resultado: [ Normal [] Anormal
32. Alguna vez le practicaron: ] conizacién del Cuello Uterino [ radioterapia [ crioterapia
[] cauterizacién del Cuello Uterino [ Histerectomia [ Biopsia O Ninguna

33. Citologia compatible con:
9 P 1 4. Lesién intraepitelial escamosa de Alto grado (LEI AG)

[Jo. asc-us

[ 5. cancer:

[ 1. Asc-H

; e. Negativo para lesiones intraepiteliales o malignidad
[12.AcC (Atipias de células glandulares)
[1 3. Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LEI BG) [[17. Muestra Insatisfactoria
34.Colposcopia: Satisfactoria D |:| Insatisfactoria
|:| 0. Negativo para lesiones intraepiteliales o malignidad []3. Lesién intraepitelial escamosa de Alto grado (LEI AG)
1 1. Lesién intraepitelial escamosa de bajo grado (LEI BG) [J 4. Cancer
35. Biopsia: [ Si INo
(] 0. Negativo para lesiones intraepiteliales o malignidad [ ] 2. Lesién intraepitelial escamosa de Alto grado (LEI AG)

1. Lesion i itelial j LEI B .

[} esion intraepitelial escamosa de bajo grado ( G) ] 3. Cancer:

Observaciones:

Firma del Responsable:

Cra 50 N°26-00 Bogota- Colombia
315 8919 /324 4671-2 Ext. 135-134 Fax: 3244671 Ext. 108
www.fidic.org.co
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