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ADN LIBRE PLASMATICO COMO
MARCADOR MOLECULAR EN LESIONES
RE- NEOPLASICAS DE CUELLO UTERINO
Y SU ASOCIACION CON VPH



Planteamiento del problema.

El cancer de cuello uterino es la 2da causa mas

frecuente de cancer en mujeres, incidencia 26.1
por 100000 habitantes.

A pesar de los avances recientes a la fecha no se ha
encontrado un marcador molecular que este
significativamente asociado con la progresion de
esta enfermedad.

El ADN libre no han sido evaluado en lesiones pre
cancerosas de cuello uterino ni tampoco se a
estudiado su asociacion con el serotipo de VPH.




Justificacion.

El cancer de cuello uterino es el segundo
en frecuencia en mujeres de todo el mundo.
Cada ano hay aproximadamente 437.000
casos nuevos de cancer invasivo y mas de
200.000 muertes, 79% de las cuales
ocurren en paises en desarrollo. Las tasas
de incidencia varian ampliamente de
acuerdo con la distribucion geografica, con
las mayores tasas en Africa, Latinoamérica

algunas poblaciones de Asia. En
Colombia, la incidencia de cancer cervical
es alta (26.1 por 100.000) y el cancer de
cuello uterino es, tambien, la principal
causa de mortalidad por cancer en mujeres
en edad reproductiva.



Justificacion.

El virus del papiloma humano (VPH) es

el
el
al

principal factor de riesgo asociado con
desarrollo de lesiones cervicales de

to grado y cancer de cuello uterino.

Algunos estudios de cohorte sugieren
que cerca de 10 a 20% de las mujeres
infectadas por VPH eventualmente
progresaran a lesiones intraepiteliales de
alto grado. Las infecciones por VPH son
detectadas en el 6.2 de cada 100 mujeres
por ano.



Justificacion.

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

En colombia, la poca efectividad de las acciones
preventivas y las exigencias para los programas de
citologia han llevado a la necesaria discusion sobre
la busqueda de nuevas alternativas para el control
del cancer de cuello uterino



La evaluacion y deteccion de marcadores
moleculares tumorales ofrecen una
alternativa en deteccion y seguimiento en
lesiones pre-cancerosas y cancer cervical, es
por eso que en este estudio se quiso evaluar
al ADN libre en plasma como un marcador
molecular de lesiones intraepiteliales de
cuello uterino




MARCO CONCEPTUAL.




Origen del ADN libre.

Necrosis Apoptosis

Proceso no programado. Proceso programado.
Productos celulares toxicos. Cuerpos apoptoticos.
ADN 10000 pb. ADN 200 pb.

Gormally et al., 2006.




Mecanismos de liberacion del
ADN.




Fuentes de ADN libre.

Leche
materna

Orina.




Factores que alteran la
concentracion de ADN libre.

 Enfermedades
Infecciosas

(Virus).

* Inflamacion y
Trauma.

 Enfermedades
Autoinmunes.

% "\ - Embarazo.
* Cancer.




Cancer.

Incremento en la concentracion de ADN
libre en cancer de seno, prostata, pulmon y
cervical entre otros

Apacientes con metastasis

Vpacientes tratados con
radioterapia.




Ademas de ser usado'e/g:

Mutagénesis. ( ; J
Monitoreo de canter.
L

Deteccion temprana de lesiones
preneoplasicas




Cancer de Cuello Uterino.

El cancer cervical o de cervix uterino es el
segundo tipo de cancer mas comun en
mujeres, y en paises en vias de desarrollo
es el mas frecuente, diagnosticandose mas
de 400.000 casos nuevos cada afno. La
edad media de aparicion es de 45 anos.




Cancer de Cuello Uterino.
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Alonso P, cancer cérvico uterino diagnostico, prevencion y control, 29 ed. Madrid:
Panamericana, 2005: Vol.1.p.385.




Factores de Riesgo Cancer de
Cuello Uterino.

*Multiples companeros sexuales presentes o pasados
Edad temprana en la primera relacion sexual
*Elevado numero de partos

Infeccion persistente con un VPH de alto riesgo
(como VPH 16 0 18)

Infeccion por VHS tipo Il y otras ITSs (como
marcadores de promiscuidad sexual)

*Uso de anticonceptivos orales




Pregunta de investigacion.

 ;Es la concentracion ADN
libre en plasma un marcador
molecular para el pronostico
de lesiones pre-neoplasicas
de cuello uterino?

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




Propadsito.

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



OBJETIVO
GENERAL.

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



Objetivos especificos.

« Establecer |la asociacion de |la
concentracion de ADN libre medidos
en plasma con las etapas progresivas
del cancer cervical.

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

 Determinar las asociaciones entre
ADN libre plasmatico y las
caracteristicas socio demograficas de
las mujeres objetivo del estudio




METODOLOGIA.

DISENO

TIPO DE ESTUDIO: Corte transversal de prevalencia analitica.

Esta constituida por 92 mujeres que asistieron a procedimiento de colposcopia por alteraciones citologicas de
cualquiera de las entidades participantes en el presente estudio (Clinica Teleton, Hospital de Engativa, Hospital
San Ignacio, Hospital Militar y Javesalud).

b 4

No se realiza calculo de tamafio de muestra por tratarse de un muestreo no probabilistico (M.N.P.)
realizado por criterio de los investigadores se incluian de manera como iban llegando.




La muestra esta constituida por 92 mujeres con edades comprendidas entre los 18 y 60
afios, de cualquier régimen, con lesiones preneoplasicas de cuello uterino determinadas
por reporte citologico revisado por patdlogo, con un tiempo de toma no mayor a 3
meses en el momento de ser incluida en el estudio.

Las unidades en el marco muestral fueron seleccionadas de forma consecutiva, con
registro alfa numérico ascendente con la siguientes codificacion CO-001... CO-002
... y asi sucesivamente.

RECOLECCION DATOS

Los datos fueron obtenidos mediante fuentes primarias dadas por las pacientes, los
reportes citologicos, colposcopicos, de biopsia y los analisis en laboratorio. Los
cuales fueron tomados en la misma consulta.




CRITERIOS DE
INCLUSION

Mujeres 18-60 afnos con
lesion precancerosa de
cuello uterino.
Diagndstico patoldgico
confirmado

Acepten participar en el
estudio, el procedimiento
de venopuncion, la
cuantificacion de ADN,
serotipificacion de VPH vy
la evaluacion de reportes
de citologia, colposcopia vy
biopsia

CRITERIOS DE
EXCLUSION

Tratamiento previo para
cualquier tipo de lesion
pre neoplasia de cuello
uterino.

Embarazo verificado
durante consulta
ginecoldgica.

Diagnadstico de otro tipo

de cancer sin importar
el tiempo de evolucion

Limitacion mental



VARIABLES




Variable Nombre Indicador Codificacién/ Naturaleza y
Unidad de Nivel de
medida medicién
Lesion LIEAG
Intraepitelial de
Grado de Lesion Alto grado. D
.. . .. Cualitativa
Lesion preneoplasica Lesion LIEBG Ordi
L e 1 rdinal.
Preneoplasica. Intraepitelial de
Bajo grado
Sin Lesion SIN LIE
Intraepitelial
Valor de ng/ul Cuantitativa
Concentracion ADN concentracion de de razon.
de ADN Libre ADN
Serotipo Presencia o 1: presente Nominal
VPH. VPH ausencia de c7U 0: ausente Dicotémica
Son 45 variables de los 45
serotipos de VPH
Edad Edad del Edad Edad en anos Cuantitativa
paciente cumplidos Razén.
Estrato Estrato Estrato 1a6 Cualitativa
Socio socioeconomico ordinal
Econdémico de la vivienda

del paciente




Variable

Nombre

Indicador

Codificacion/

Naturaleza y

Unidad de Nivel de
medicion
Antecedentes Antecedente Presencia o 1. Si Nominal
Familiares de cancer ausencia de 0 .No Dicotomica
en la familia Cancer en
familiares
Edad de Inicio sexual Edad inicio de Edad en Cuantitativa de
Inicio de actividad relaciones Anos razon.
sexual. sexuales.
Numero N° de Compaiieros 1.1a2 Cualitativa
companeros companeros sexualesenla |(2.3a4 ordinal
sexuales vida 3.5a6
4. mas de 7
Uso de Anticonceptivos ACO'’s 1. Si Nominal
Anticonceptivos 0. No Dicotémica
Nimero de Cantidad de Embarazos Numero Cuantitativa de
Embarazos embarazos razon.
Primiparidad Edad al Edad en ainos Edad en ainos Cuantitativa de
Primer del primer razén.
parto Parto




Variable

Citologias
Previas

Nombre

Citologias
Realizadas
Anteriormente

Indicador

Presencia o
ausencia de
citologias previas

Codificacion/
Unidad de

medida

1. Si
0.No

Naturaleza y
Nivel de

medicion

Nominal
Dicotomica




Historia

, . Encuesta
clinica

Biopsia.

La recoleccion de la informacion estuvo a
acargo de Medicos ginecologos y profesionales
capacitados para la realizacion de las pruebas
de laboratorio. Estas fuentes de informacion
fueron tomadas en el mismo momento

Fuentes de informacion

Resultado
cuantificacion
y tipificacion.




Calidad del dato y control de
sSesgos.

Sesgos de informacién: Encuesta disefada vy
revisada por grupo de investigacion.

Capacitacion de los responsables de la recoleccion y
codificacion de la informacion

las pruebas de laboratorio fueron realizadas en
condiciones controladas, estandarizadas y siguiendo
los protocolos establecidos con anterioridad desde el
punto de vista preanalitico , analitico y post analitico.

Sesgo de seleccion: se controld con la seleccion de
diferentes instituciones hospitalarias a las que
acuden las pacientes para control cito - colposcopico.



« Sesgo de confusion: En el estudio estan
iIncluidos aquellos factores que han sido
identificados en la literatura como posibles
factores de riesgo de desarrollo de cancer de
cuello uterino y factores asociados con el
iIncremento de ADN libre.

— Embarazo
— Enfermedades Autoinmunes




Plan de analisis.

El analisis de los datos se realizd mediante el software
SPSS 19.0.

En primer lugar se realiz6 un analisis descriptivo de
todas la variables socio demograficas, antecedentes
clinicos y ginecobstétricos.

Para determinar si existen diferencias significativas en la
concentracion de ADN libre por grado de neoplasia
cervical se probaron los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas por medio de una prueba de
Shapiro Wilk y una prueba de Bartlet, y para establecer si
existen diferencias se realizdé una prueba no parameétrica
de analisis de varianza Kruskal Wallis, se utilizo un valor
de p=0,05, todas estas pruebas se corrieron mediante el
software SPSS.



Plan de analisis.

Para explorar la posible la asociacion de las
variables sociodemograficas con la concentracion
de ADN libre e realizaron en primer lugar pruebas
de normalidad y homogeneidad de varianza, pero
partiendo del hecho que esta no se cumplia se
realizaron pruebas de Mann Withnney y Kruskal
Wallis segun la variable, esto se realiz6 en el
software SPSS Vr. 19.

Para establecer la posible asociacion entre en el
serotipo de VPH y la concentracion de ADN libre
por grado de neoplasia cervical se realiz6 una

prueba de Mann Withnney mediante el software
SPSS Vr. 19.



Aspectos éeticos

Investigacion con riesgo minimo, de acuerdo con lo
establecido en el articulo 11 de la Resolucion
numero 008430 de 19933 (“normas cientificas,
tecnicas, y administrativas para la investigacion en
salud”) de |la Republica de Colombia expedida por
el Ministerio de Salud vy tal como dicta en el Titulo
ll, capitulo 1, articulo 11.

El estudio sigue los lineamientos juridicos y éticos del
pais y también aquellos contemplados en la ultima
modificacion (59° Asamblea General, Seul, Corea,
octubre 2008)3° de la declaracion de Helsinki de la
Asociacion Médica Mundial (“principios éticos para
la investigacion que involucra sujetos humanos”).

Estudio aprobado en los Comités de Etica en

Investigacion de la Universidad de la Sabana y la
Universidad Nacional.



Resultados.




Descripcion de la poblacion.

m18 27
m28 37
W38 47
=48 57
58 67

PROMEDIO: 34
anos
s: 11 anos
MAX: 61 afos
MIN: 18 anos




ESTRATO




ANTECEDENTES CLINICOS.

Antecedentes familiar con cancer

SI 28%
NO 72%
Medicacidén 15 ultimos dias

SI 23%
NO 77%
Anticonceptivos

SI 52%
NO 48%
ETS

SI 7%
NO 93%

Todas estas variables fueron tomadas de lo que las
pacientes declararon durante la encuesta.




ANTECEDENTES

GINECOOBSTETRICOS
NUMERO EMBARAZOS ABORTOS _ HIJOS

0 12 (76%)70 1

1 18 17 20

2 (25%)23 3 (33%)30

3 (25%)23 2 20

4 10 0 4

5 3 0 3

6 1 0 0

7 0 0 0

8 2 0 1
PRIMER PARTO 83% manifiestan no haber
PROMEDIO:17 ANOS presentado

5: 8 ANOS Infeccion vaginal




Diagndostico citologico,
colposcopico e
histopatologico.

RESULTADO CITOLOGIA
NEGATIVA 0
ASC-US 21
LIEBG 54
LIEAG 17
TOTAL 92

RESULTADO COLPOSCOPIA
NEGATIVA 18
ASC-US 0
LIEBG 54
LIEAG 20
TOTAL 92

RESULTADO BIOPSIA
NEGATIVA 28
ASC-US 0
LIEBG 38
LIEAG 26
TOTAL 92




SEROTIPOS VPH
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Se puede observar en el grafico de barras que dentro de la poblacion de estudio

los serotipos 16, 18 y 56 son los que se presentan con mayor frecuencia.




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

7024.7 +
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EXPLORACION DE LA ASOCIACION DEL SEROTIPO VIRAL
Y LA CONCENTRACION DE ADN LIBRE

SEROTIPO M % ) MAX MIN NORMALIDAD | MAN WITHNEY

6 NO | 50 4548.7 |16672.2 [ 117373 |0 0.000 0.219
SI 4347 3541 3210.7 | 6272 4 0.581*

11 NO | 50 45799 |16671 | 117373 |0 0.000 0.160
SI 2210 2615.6 | 2801.6 | 5598 39 0.769*

16 NO | 287 13147.4 | 32174.5| 117373 | 0 0.000 0.235
SI 41 28344 |(10672.2 | 74803 0 0.000

18 NO | 287 6021.13 | 16551.1 | 74803 0 0.000 0.083
SI 33 375095 | 164114 | 117373 |0 0.000

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

31 NO | 50 4642.3 | 16664.3 | 117373 (0 0.000 0.650
SI 83 766 12511 | 2210 5 0.060*

33 NO | 68.5 4713.3 |16748.6 | 117373 (0 0.000 0.165
SI 0.50 173 345.3 691 0 0.001

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

39 NO | 57.5 4221.6 |16162.5( 117373 |0 0.000 0.895
SI 454 7606.0 |19707.6 | 56338 0 0.000

42 NO [ 72 4772.5 |16836.7 | 117373 (0 0.000 0.103
SI 0 50.4 81.384 | 187 0 0.024

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

44 NO | 50 4149.08 | 16103 | 117373 (0 0.000 0.493
SI 1392 15398.3 | 25474.6 | 44803 0 0.052

45 NO | 57.5 4026.17 | 15288.7 | 117373 |0 0.000 0.812
SI 225.5 9658.1 | 26326.9 | 74803 0 0.000

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

52 NO | 68.5 46694 | 167534117373 |0 0.000 0.877
SI 19 1578.7 (31288 | 6272 5 0.001

53 NO [ 57.5 4749.3 |16936.6 | 117373 |0 0.000 0.861
SI 89.5 1169.8 124535 | 6149 0 0.000

* variables que presentaron normalidad




56 NO | 685 3999.6 |12664.9| 74803 |0 0.000 0.731
SI | 40.5 63743 |26165 |117373 |0 0.000

58 NO |65 4866.12 | 172276 | 117373 |0 0.000 0.796
SI |11 1286.11 | 2327.1 | 6149 0 0.000

59 NO | 685 47053 |16750.4| 117373 |0 0.000 0.210
SI |1 3485 |695.6 |1392 0 0.001

66 NO |72 48347 [17027.5(117373 |0 0.000 0.130
SI |1 644.4 | 1633.7 | 4347 0 0.000

67 NO | 68.5 4616 | 165721117373 |0 0.000 0.059
SI |- . . . . .

68 NO |40 47749 | 16940 | 117373 (0 0.000 0.161
SI |5505 |B8025 |869.6 |2210 40 0.000

69 NO |50 4558.7 |16488.6 117373 |0 0.000 0.483
S |- . . . . .

70 NO |65 46524 |166624 | 117373 |0 0.000 0.550
SI |4 4653 | 8025 1392 0 0.005

73 NO |50 4517.7 | 164938117373 |0 0.000 0.218
SI |- . . . . .

82 NO [ 775 4720.6 |16746.7 | 117373 |0 0.000 0.101
SI |25 11.25 [19.311 |40 0 0.018

* Corresponde a las variables que presentaron normalidad pero que al ser
cruzadas con una variable que no presento normalidad se realiza prueba no
parametrica




EXPLORACION DE VARIABLES
SOCIODEMOGRAFICAS CON LA
CONCENTRACION DE ADN

CONCENTRACION DE ADN ng/pl

Grupo de edad Mediana Normalidad Kruskal Wallis

18-27 224 0.000
28-37 5 0.000
38-47 160 0.000 0.031
48-57 74 0.000

58-67 1 0.000




CONCENTRACION DE ADN ng/pl

Estrato Mediana Normalidad Kruskal Wallis
1.2 68.5 0.000
3_4 40.0 0.000 0.261
5.6 5309.5 0.000
Antecedentes

Familiar con

cancer

CONCENTRACION DE ADN ng/ul

Mediana Normalidad Mann Withnney

SI

NO

77.5 0.000
0.979

26.5 0.000

Medicamentos

CONCENTRACION DE ADN ng/pl

Mediana Normalidad Mann Withnney

SI

NO

26.5 0.000
0.929

77.5 0.000




NO compafieros

CONCENTRACION DE ADN ng/pl

Mediana Normalidad  Kruskal Wallis

1.2
3.4
56

mas 7/

33.0 0.000
95.0 0.000

0.087
1392.0  0.000

28543.5 0.173




CONCENTRACION DE ADN ng/pl

Anticonceptivos Mediana Normalidad Mann Withnney
SI 66.5 0.000
0.603
NO 52.5 0.000
CONCENTRACION DE ADN ng/pl
ETS Mediana Normalidad Mann Withnney
SI 9.5 0.021
0.339
NO 74 0.000
Infeccion CONCENTRACION DE ADN ng/l

Vagina

Mediana Normalidad Mann Withnney

SI

NO

6 0.000
0.151

87 0.000




Tabla de contingencia biopsia * Companeros
Recuento
Companeros
la2 3a4 5ab6 mas7 Total

biopsia  negativa 15 10 2 1 28

LIEBG 22 10 4 2 38

LIEAG 14 8 3 1 26
Total 51 28 9 4 92

Se observa que a mayor numero de compafieros sexuales menor es el grado
de lesion.



Discusion.

El comportamiento de la variable numero
de compafneros sexuales con la
concentracion de ADN libre se evidencia
que esta ultima presenta un
comportamiento exponencial, sin
embargo no hay ningun reporte en la
literatura que sustente esto, pero si es
Importante tener encuenta esta variable
para futuros estudios que quieran evaluar
la concentracion de ADN libre ya no en
lesiones precancerosas Sino0 en cancer
de cuello uterino, puesto que esta puede
ser una variable de confusion.



Discusion.

Otro aspecto importante a resaltar es la
asociacion de la concentracion de ADN
libre con el grupo etareo, XiaoYan Zhong
y colaboradores encontraron que la
concentracion de ADN libre de mujeres y
hombres mayores de 60 anos, era mas
alta que en los otros grupos etareos'® sin
embargo en este estudio el grupo que
presentd mayor concentracion fue el de
18 a 24 anos de lo que no existe algun
reporte en la literatura.



Discusion.
Magnusson y colaboradores en el 2000,
reportaron que la predisposicion geneética
representa el 27% del efecto de los
factores subyacentes para el desarrollo del
tumor de cuello uterino.
La herencia afecta la susceptibilidad a la
infeccion por VPH, la capacidad para
resolverla y el tiempo de desarrollo de la
enfermedad.38
Por consiguiente en este estudio evaluo si
la concentracion de ADN libre se
encontraba asociada a el factor hereditario
pero no se encontro una relacion del factor
hereditario con la concentracion de ADN
libre.



Discusion.

Los serotipos de VPH que se encontraron con
mayor frecuencia en el presente estudio fueron
el 16, 18 y 56 los cuales corresponden con lo
reportado por Molano y colaboradores quienes
reportaron en 2005 que los tipos de alto
rresgo mas comunes encontrados en su
estudio fueron el VPH16 (16,3%), 58 (6,2%),
956 (3,6%),18 (0,3%) y 51 (2,9%).



Discusion.

En el reporte presentado por Molano vy
colaboradores que la edad y el numero de
companeros sexuales fueron los principales
determinantes de la incidencia de infeccion por
VPH, en el presente estudio estos fueron los
que presentaron asociacion con la
concentracion de ADN libre, lo cual nos

permite inferir que es posible que la
concentracion de ADN libre puede estar

relacionada con la infeccion por VPH y estas
variables son una relacion indirecta de ello.



Conclusiones.

 La concentracion absoluta de ADN libre en
plasma en este estudio no tiene un valor
predictivo para diferenciar los tipos de lesion
pre-neoplasica de cuello uterino.

* Los serotipos de VPH no presentan ninguna
asociacion con la concentracion de ADN libre en
plasma en pacientes con lesiones pre
cancerosas de cuello uterino



RECOMENDACIONES

« Determinar el rango normal de ADN libre en
plasma de individuos sanos en la poblacion
Bogotana.

 Realizar un estudio con un n muestreal mas
grande incluyendo pacientes con citologia
normal, Cancer cervical.

 Establecer si hay una asociacion entre la
concentracion de ADN libre y la incidencia de

infeccion por VPH







