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RESUMEN

El Virus del papiloma Humano (Human Papillomavirus) es considerado el
virus de transmision sexual mas comun. Es un virus de ADN, con un genoma
de 8kb y carece de envoltura. Los HPVs causan verrugas y lesiones
epiteliales en ciertos lugares anatomicos. En la actualidad se han detectado
mas de 120 tipos de HPV, de los cuales 15 son considerados de alto riesgo
(HR-HPV) v, el resto de bajo riesgo (LR-HPV) o de riesgo indeterminado aun.
La principal importancia médica de HPV es el desarrollo de una variedad de
carcinomas asociado a los HR-HPVs principalmente HPV-16 y HPV-18. El
cancer asociado al HPV mas frecuente es el de cuello uterino, documentado
a nivel mundial como la segunda causa de mortalidad en mujeres que lo
padecen. A nivel mundial y nacional, HPV es una infeccién de transmision
sexual (ITS) bastante frecuente, de la cual se tiene registros desactualizados

y cuenta con un reducido numero de estudios epidemiologicos.

El presente trabajo tuvo como objetivo principal determinar la epidemiologia
de HPV por diagndstico molecular en mujeres que presentaron alguna lesion

cervical. Se recolectaron 145 muestras de cepillado endocervical en distintos
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centros de atencion médica de la ciudad de Guayaquil. El diagndstico se
realizd por PCR convencional con primers MY11/09.De las muestras
analizadas 73.8% fueron positivas y 26.2% negativas para HPV. Infecciones
multiples se determind por multiplex gPCR empleando el Kit Anyplex Il HPV
28, el cual detecta 19 genotipos de alto riesgo y 9 genotipos de bajo riesgo.
Este analisis di6 como resultado un 2% de monoinfecciones y 98% de
infecciones multiples. Estos resultados seran posteriormente relacionados
con el tipo de lesion cervical y servira para determinar la frecuencia de
infeccion por HPV y los genotipos de alto riesgo mas frecuentes en la ciudad

de Guayaquil.
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INTRODUCCION

El virus del papiloma humano (HPV) pertenece a la familia Papillomaviridae,
tiene un genoma circular de ADN, con aproximadamente 8kb de tamainio, sin
envoltura y es la etiologia mas frecuente de Infecciéon de transmision sexual

(ITS) (1-3).

El cancer de cuello uterino es el cuarto cancer mas comun que afecta a las
mujeres en todo el mundo, después del cancer de mama, colorrectal y
pulmén (3). Anualmente se han reportado 528 000 nuevos casos, los cuales

son mas notables en paises de menores recursos econémicos (4).



La regidon del sur de Asia alberga una cuarta parte de la carga del cancer

cervical (4-5).

La incidencia del cancer cervical es muy variable dependiendo de la localidad
y nivel de desarrollo de una poblacion (7). Aproximadamente 83% se da en
paises en vias de desarrollo, especialmente Africa y Sudamérica, donde el
cancer cervical representa el 15% del total de los canceres femeninos.
Mientras que en los paises industrializados el cancer cervical figura alrededor

del 3,6% (Anexo A) (3, 7).

En América Latina, aun no estan establecidos los factores de riesgo
asociados con la posibilidad de obtener cancer de cuello uterino (la edad del
primer coito, numero de socios, el nivel socioecondmico, nivel educativo,

genital higiene, enfermedades de transmisién sexual, etc.) (7-8).

El objetivo general de este trabajo fue el de describir la epidemiologia
molecular de HPV en mujeres con lesiones cervicales en la ciudad de

Guayaquil-Ecuador. Entre los objetivos especificos tenemos:

- Implementar la tecnologia Anyplex Il 28 para la deteccion de HPV en

la poblacion de estudio.



Determinar los genotipos mas frecuentes en el estudio y clasificarlos

segun su riesgo oncogénico de acuerdo al tipo de lesion citologica.

Correlacionar los resultados obtenidos de deteccion universal y
genotipificacion de HPV de las muestras de estudio con los datos

clinicos y sociodemograficos de las pacientes estudiadas.



CAPITULO 1:

MARCO TEORICO

1.1.Virus del papiloma humano (HPV)

1.1.1. Antecedentes, clasificacion taxonémica y caracteristicas

generales.

El Virus del papiloma Humano (HPV) es considerado el virus de
transmision sexual mas comun (10). Harald Zur Hausen en los afios 70,
propuso el rol de HPV en la formacion del cancer cérvico. A partir de eso, se
lo ha sometido a estudios moleculares, epidemioldgicos y clinicos; implicando
al HPV como el agente etioldgico de cancer en el area anogenital incluyendo
el cancer cérvico (11). En la década de 1990, se confirmé la relacion causal
entre HPV y el cancer de cuello de utero (12) siendo el carcinoma de células
escamosas (SCC) el tipo mas frecuentemente diagnosticado (80-90%),

seguido de los adenocarcinomas (13).



HPV es una infeccidén de transmision sexual (ITS) que afecta el tejido
epitelial como la regidén anogenital, piel, faringe y orofaringe (2,10). La
mayoria de casos de cancer de cuello uterino son la consecuencia de la
persistencia de la infeccion por tipos de HPV de alto riesgo (HR-HPV) (14). El

cuello del utero es especialmente vulnerable al contagio (14-15).

Las verrugas de la zona anogenital son de color carne planas o
elevadas, las lesiones pueden ser solas o multiples, siendo posible la latencia
del virus en las células epiteliales durante afios (17). El tiempo transcurrido

entre la infeccidn y los sintomas clinicos pueden ser bastantes largos (3).

Los Papillomavirus fueron designados como una familia distinta
Papillomaviridae, en el séptimo informe de la ICTV (18). Dentro de
Papillomaviridae, segun publicaciones de Villiers et al. (2004), propuso la

clasificacion de 92 virus del papiloma humano (HPV) y 24 PV de tipo animal,



segun pautas establecidas por el ICTV y la comunidad investigadora de PV

(18).

Los Papillomavirus causan una variedad de proliferaciones benignas
como: verrugas, quistes epiteliales, neoplasias intraepiteliales y papilomas en
la zona orofaringea (19). Dentro de la familia Papillomaviridae, cada rama
filogenética relacionada remotamente entre papilomavirus se refiere a
“‘género”, mientras que los grupos estrechamente relacionados son
considerados “especies” (20). Las cepas de HPV son conocidos como “tipos”
cuando la secuencia de nucledtidos de su gen L1 difiere de cualquier otro
tipo al menos en 10% (1). El término “subtipo” refiere a las cepas aisladas
que difieren entre 2-10% de la secuencia de cualquier tipo. Aislados
independientes del mismo tipo que muestran una minima diferencia de

nucleodtidos son llamadas “variantes” (1,18-19).

Se ha documentado mas de 40 tipos de HPV que infectan el tracto
genitourinario y region anal (21). El cancer cérvico uterino (CC) es la
segunda causa mas comun de cancer a nivel mundial (22), relacionado en el

99.7% de los casos con el HPV (9,22).

Bioloégicamente, los HPVs se dividen en 3 grupos de acuerdo con su

tropismo tisular (1,23). HPVs cutaneos.- Se encuentran frecuentemente en



verrugas cutaneas, lesiones cutaneas de pacientes inmunodeprimidos y
algunos tumores epiteliales, los genotipos que podemos encontrar aqui son
1, 4, 5,8, 41, 48,60, 63 y 65 (1). HPVs mucosos.- Se los identifica porque se
presentan en lesiones benignas y malignas del tracto anogenital, aunque
ocasionalmente, se aislan en tejidos y lesiones de la cavidad bucal,
orofaringe y laringe incluso en eséfago y lengua. Los genotipos asociados a
estas afecciones son: 6,11,13,16,18, 26,30, 31, 32, 33, 34, 35, 39, 42, 44, 45,
51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 73 (15). Por ultimo, hay
un grupo de HPVs que se aislan tanto en tejidos y lesiones ya sean
cutaneas o mucosas, tales genotipos asociados son 2, 3, 7, 10, 27, 28, 29,
40, 43, 44 57, 61, 62, 55, 66 y 72, pero su asociacion con lesiones malignas
no esta del todo comprobada (15). En la mucosa genital de tipos de HPV
como 6, 11, 42, 43, 44, 53, 54, 55,62 y 66 son principalmente encontrados en
lesiones cervicales de bajo grado con genotipo 6 y 11 siendo la causa
primaria de lesiones genitales o condilomas acuminados, mientras que los
genotipos de alto riesgo son encontrados regularmente en displasias de alto

riesgo, asi como en cancer cervical (1,10).



1.1.1.1. Tipos de bajo/alto riesgo y su asociacién con cancer

Se han identificado mas de 120 tipos de HPV, y aproximadamente un

tercio de estos infectan las células epiteliales de la mucosa genital (25).

Una nomenclatura de las variantes de tipo alfa-PV asociado con el cancer
cervical, basandose en las secuencias del genoma completo de HPV16 y
HPV-18 con las variantes de linajes que se basa en la asociacion geografica

(18).

Varios tipos de HPV de mucosas han sido identificados como agentes
etiolégicos de cancer de cuello de utero y se denominan de alto riesgo (HR).
Los tipos de alto riesgo (HR-HPV), incluyen los genotipos 16, 18, 31,52 y 58,
que son los mas prevalentes a nivel mundial. Otros genotipos de alto riesgo
como el 33, 35, 39, 45, 51, 56, 59, 68, 73 y 82, son consideradas como los
genotipos carcinogénicos mas comunes; los genotipos 26, 53 y 66 son
considerados como posibles carcinogénicos; y los genotipos 6, 11, 40, 43,

44,54, 61,70, 72, 81 son los de bajo riesgo (4,21- 22).



Un avance importante en la asociacion del HPV con el cancer cervical
se di6é con la identificacion y clonacion molecular del HPV16 y HPV 18 (27),
determinando que la mayoria de cancer cervicales contenia ADN que se
hibridaba con sondas especificas para estos dos genotipos(28) siendo
asociados con el cancer de cuello de utero (1,25-27). Ademas, la presencia
de factores de riesgo , como las infecciones de transmision sexual (ITS),
multiples parejas sexuales, el consumo de tabaco frecuente y la edad de la
primera relacion sexual, junto con la falta de programas de deteccion
eficaces de HPV, contribuye a la dificultad de reducir la carga de cancer
cervical (28-29). Anteriormente, se pensaba que el HPV era solamente
transmitido por el coito, pero ahora, se sabe que basta el contacto de piel a
piel o0 de mucosa a mucosa para transmitir el virus, ya que presenta alto

tropismo por tejidos (3).

Infecciones multiples.- Coinfeccion con multiples tipos de HPV podria
aumentar el riesgo de lesion cervical. Sin embargo, los estudios de
seguimiento sugieren que la presencia de multiples tipos no influye en el
curso de las infecciones por HPV (34).Multiples tipos de HPV muchas veces
coexisten dentro del epitelio cervical y son frecuentemente detectados junto

con lesiones cervicales de alto riesgo (5).
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1.2.Estructura del virus del papiloma humano.

El HPV es un virus de ADN doble cadena, circular, con un genoma
aproximado de 8.0 kilobases (kb) (15).El genoma puede ser dividido en los

siguientes dominios (Figura 1):

Regulacién de la Disrupcion del
expresion de los genes / ciclo celular
virales y replicacion viral ps3

me

Ensamblaje
capside viral

Replicacién del
ADN viral

Transporte

vesicular y ; Expresion
liberacion ~ Ensamblaje y genética
liberacion de
viriones

Figura 1 Estructura del genoma de HPV (35).

Region temprana (E: early): representa el 45% del genoma, tiene hasta
ocho ORFs (E1-E8) que codifican las proteinas no estructurales, cuya

funcién es controlar la replicacion del ADN viral (6).

e La proteina E1 actua en la replicacion del ADN viral (ADNv) ya sea

como agente inhibidor o de represion de la transcripcion (6).



11

Proteina E2.- También desempefia un papel funcional en la replicacion
del ADNv, se combina con la E1. Es responsable de las proteinas que
codifican la regulacion de transcripcion del ADNv, transformacion
celular y transformacién potencial de HPV. La inactivacion de E2
afecta el desarrollo de lesiones tumorales mediante la expresién de E6

y E7, causando el aumento de p53 (6).

E4: Proteina citoplasmatica, pero que se detecta frecuentemente en el
nucleo de la célula. Se expresa a menudo en las lesiones. Actua en la

maduracion y replicacion viral (6).

ES5: estimula la proliferacion. También implicada en la transformacion

viral (6).

Las proteinas EG6-E7: son oncoproteinas transformantes,
modificadores de la mitosis, aumentando la probabilidad de adquirir
mutaciones celulares adicionales que contribuyen a la progresion
carcinogénica durante la division celular (15).Estan presentes en el
deterioro del control de la regulacion del ciclo celular y la maduracién
de células (6). La proteina E6 se conecta a p53, llevandola a la
degradacion proteolitica, resultando en una replicacién descontrolada
de células infectadas (15). La expresién de las proteinas EG-E7
dependera la capacidad de bloqueo de proteinas del ciclo celular p53

y Rb. Esta expresion se vera modificada por factores como la carga
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viral, la integracién del genoma viral en el genoma celular o cofactores

medioambientales (1, 15).

Regién tardia (L: late): corresponde al 40% del genoma. Consta de dos
genes (L1-L2), cuya expresidn genera las proteinas para el ensamblaje de la
capside. Dentro de la region L se encuentra la regién larga de control (LCR)
que constituye el 15% del genoma viral. Esta region controla la expresiéon de
los genes E6 y E7 que son los oncogenes mas importantes en HPV (6,

26,31).

1.3.Ciclo de vida de HPV

La replicacion del virus del ADN ocurre en el nucleo de la célula

huésped, proliferandose en el epitelio escamoso (34-35).

HPVs se adaptan a su anfitrion, y en la mayoria de los casos pueden
copletar su ciclo de vida y mantenerse en la poblacidn sin causar ninguna

enfermedad aparente (38).

El ciclo de vida de HPV esta vinculado con el estado de diferenciacion

del tejido epitelial del huésped. El receptor celular de entrada viral es aun
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desconocido (1). El blanco de la infeccidn inicial son las células epiteliales
basales (39). En las células basales infectadas, los genomas virales se
replican junto con el ADN celular y se distribuyen por igual a las células hijas
estableciendo su genoma de 20 a 100 copias por célula basal infectada (1
,34). Ya que HPVs no producen sus propias polimerasas, utilizan enzimas
celulares para replicar sus genomas (40). E1 actua como ADN helicasa, E2
actua como un factor de transcripcion y recluta E1 al genoma viral para
permitir que funcione como ADN especifico, permitiendo la replicacion
eficiente (41). La integracion se presenta a menudo en sitios fragiles dentro
del genoma del huésped los cuales son propensos a sufrir recombinacion

genética (42).

Infeccion y
acceso del
genoma viral a
las células
basales

Figura 2 Infeccion y acceso del genoma viral a las células basales. Para
iniciar una infeccién latente, las particulas del virus tienen que acceder a las

células epiteliales basales (7).
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HPVs expresan sus genes de forma secuencial, desde E1 hasta E7,

resultando la expresion de las proteinas oncogénicas EG6-E7 las cuales

bloquean a las proteinas de control celular (8, 37).

1.4.Citolopalogia del Virus/ Alteraciones citopatoldgicas

El HPV es un patégeno intracelular estricto, por lo tanto, requiere

internalizarse en la célula huésped para que se considere una infeccion

verdadera (8,38).

A continuaciéon, se muestra una tabla de clasificacion de lesiones cervicales

segun el sistema de identificacion:

Tabla |

Clasificacion de

identificacion (45).

lesiones citologicas

segun su sistema de

Sistema de | Sistema de la | Clasificacion | Sistema de Bethesda
Papanicolaou | OMS NIC
Clase | Normal Dentro de los limites
normales
Clase Il Atipias Infeccion, cambios
Inflamatorias reactivos o reparativos
Clase I Displasia Anomalia de célula
epitelial plana
- Atipia de células
escamosas
Displasia Leve NIC |

- Lesién
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Displasia NIC II intraepitelial
Moderada NIC II] escamosa
Displasia Severa SIL de bajo
grado(incluye HPV)
SIL de alto grado
SIL de alto grado
Clase IV Carcinoma In Situ | NIC Il SIL de alto grado
Clase V Carcinoma - Carcinoma de
Invasor de células células
escamosas escamosas
Adenocarcinoma - Anomalia de
células
glandulares:

Adenocarcinoma

- Neoplasia
maligna no
epitelial

e NIC: Neoplasia intraepitelial cervical; SIL: Lesiones intraepiteliales

escamosas; HPV: Virus del papiloma humano.

Exocervix normal.- La zona del cuello del utero consiste en un

epitelio escamoso estratificado con una sola capa de células basales con

células cubicas pequefias. Los queratinocitos presentan nucleos regulares,

donde las células se aplanan progresivamente hasta que se desprenden de

la superficie (9,43-44).
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Cambios asociados al HPV.- Coilocitos son células epiteliales
infectadas por virus con nucleos irregulares, agrandados y rodeadas por
citoplasma claro y son indicativos de células infectadas por HPV. Sin
embargo, la infeccibn por HPV puede estar presente en el epitelio

ectocervical en ausencia de coilocitos (9,45).

Hay dos vias para el seguimiento de ASCUS. Una es la de repetir las
pruebas de frotis después de 1 ano; el segundo es para la prueba de HPV

(10,46).

'Y

3 8 s
w g o O
w
SILENT PRODUCTIVE CIN2 CIN3
INFECTION INFECTION
& &
) persistence %% il
resolution and i
by the accumulation * :
_ host of secondary '+ & <
3 o8 |mmtune genetic ", ol H
RN 00 il changes & A E
VIRUS IMMUNE CERVICAL
CLEARANCE LATENCY CANCER

Figura 3 Ciclo de vida infeccioso del virus del HPV. Varios tipos de HPV (por
ejemplo los tipos de alto riesgo), en determinados sitios epiteliales, pueden
conducir a neoplasias. La neoplasia intraepitelial cervical (NIC) de diferentes
grados puede ocurrir después de la infeccion de HPV. Si la infeccién ocurre
con un HPV de alto riesgo puede predisponer a la progresion a cancer en
determinados sitios anatoémicos (ejemplo: La zona anogenital) (50).
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La neoplasia intraepitelial cervical (NIC) es una lesion que puede existir
en cualquiera de los siguientes estadios: NIC1, NIC2 o NIC3. Si no son
diagnosticadas para ser tratadas a tiempo, la NIC2 o la NIC3 pueden

progresar hacia cancer de cuello uterino (43, 35).

NIC 1.- Las células epiteliales en el tercio inferior estan hipercromaticas,
mostrando aumento de la actividad mitotica. La maduracién de los
queratinocitos todavia se ve en los dos tercios superiores del epitelio (9).
Existe presencia de coilocitos en la capa granulosa, los cuales pueden ser
apreciados en la citologia o examen de Papanicolaou. Otra lesion
beningna que puede observarse es el condiloma a nivel de la vulva,

muscosa de la vagina o cérvix (51).

NIC2.-La proliferaciéon celular basal avanza hasta dos tercios del espesor
epitelial. Mitosis anormal estan presente hasta el tercio medio del grosor
epitelial, mientras que la maduracion de los queratinocitos todavia esta

presente en el tercio superior (Figura 4)(9).
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NIC 3 y Carcinoma In Situ.- Las células atipicas se extienden en el
tercio superior del epitelio. La poca maduraciéon citoplasmatica se puede
todavia observar en el tercio superior del epitelio en NIC3. Sin embargo,
la no maduracion citoplasmatica se ve en casos de carcinoma in situ

(Figura 4) (9).

Carcinoma invasor.- Cuando se observan grumos irregulares de células
escamosas invadiendo el estroma del cuello del utero, decimos que es
carcinoma invasivo cervical de células escamosas (SCC). Las células
también muestran algunas caracteristicas atipicas, como la mitosis

anormal (Figura 4) (9).

Adenocarcinoma.- En el adenocarcinoma in situ, las células glandulares
endocervicales se sustituyen por células cilindricas largas con mayor

actividad mitotica (38).

Las citologias deben ser interpretadas, con la finalidad de hacer mas

homogénea la lectura. Se han propuesto algunos sistemas de clasificacion, el
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mas utilizado en la actualidad es la clasificacion de Bethesda, elaborado en

el ano 2001”The Bethesda System-2001” (8).

Estudios citopatoldgicos clasifican las lesiones intraepiteliales escamosas
(SIL, siglas en inglés de Squamous Intraepithelial Lesion) en dos grados,
basandose en las recomendaciones realizadas en las reuniones de Bethesda

del 1988, 1991 y 2001 (Anexo G)(15):

. SIL de bajo grado (LSIL).

. SIL de alto grado (HSIL).

Los estudios histopatolégicos, siguiendo la clasificacion de la
Organizacion Mundial de la Salud del 2003 clasifican las lesiones como
Neoplasia Intraepitelial Cervical el cual es un término ampliamente aceptado
que describe una gama de cambios displasicos que ocurren en el epitelio

cervical (CIN, siglas en inglés) en tres grados: NIC 1, NIC 2, NIC 3 (11,48).

1.4.1. Regresion de lesion, persistencia y progresion

Las infecciones ocasionadas por HPV pueden eliminarse como
resultado de una respuesta inmune mediada por células, y no persistir el

tiempo suficiente para la expresion génica desregulada (41).
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HPV-16 tiene una media de persistencia que es mas largo que la mayoria de
los otros tipos de alto riesgo, y esto puede contribuir a su asociacion con

cancer (41).

Tabla Il Prondstico de las lesiones NIC no tratadas (48).

Regresion Persistencia Progresion Céncer Invasivo
hacia NIC3
NIC1 60% 40% 10% 1%
NIC2 40% 40% 20% 5%
NIC3 33% >12%

La regresion espontanea de NIC1 por infeccion de HPV se observé en

el 60% de los casos, las tasas de regresion espontanea disminuyen después
del desarrollo de NIC2 y el porcentaje de cancer invasivo aumenta con la
presencia de NIC3 (Ver tabla Il). El desarrollo de cancer invasivo se
establece en un periodo de tiempo requerido de aproximadamente 25 a 40

afos (llustracion 5) (49).
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Figura 4 Progresion del epitelio normal a cancer de cuello uterino (8).

1.5.Epidemiologia

La distribucion de los genotipos especificos del HPV varia mucho
entre grupos poblacionales y se han realizado diferentes encuestas
geograficas en distintas regiones a fin de aplicar estrategias de vacunas y

prevencion adecuadas(8).

La infeccién por HPV es una causa importante de cancer de cuello de
utero, mas del 50% de personas con una vida sexual activa han estado
infectadas con al menos un tipo de HPV en su vida, en algunos casos se
reciclara la infeccion de HPV, mientras que en otros la infeccidon progresara a

cancer (53).
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Los estudios epidemiologicos en todo el mundo indican que los HPV
son agentes necesarios para la aparicion de cancer de cuello uterino, siendo
responsable en un 99.7% (23).Cabe mencionar que también esta asociados
con canceres en otros sitios, como el de pene en hombres, vagina y vulva
en mujeres y, en ambos sexos, la zona anal, las amigdalas, orofaringe y la
base de la lengua (41). De todos los virus del papiloma humano de alto
riesgo (HR-HPV) el tipo 16 ha sido considerado como el genotipo mas
prevalente, siendo el agente de cancer de cuello uterino, faringe y orofaringe
principalmente (20,30).Los HPVs son patégenos que se dirigen a diferentes
sitios del cuerpo especialmente el tejido epitelial, ya sean cutaneos o de

mucosa (12,38).

La expresion clinica mas conocida de la infeccién viral la constituyen
los condilomas acuminados o verrugas genitales, consecuencia de los

genotipos de bajo riesgo en su mayoria (8).

Las estimaciones de la prevalencia por regién de HPV fueron Africa
22,1%, América Central y México 20,4%, América del Norte 11,3%, Europa el

8,1%, y Asia 8,0% (23).
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1.5.1. Factores de riesgo

A pesar que HPV es un requisito previo para el cancer, existen otros
factores de riesgo que pueden ser considerados como cofactores en lugar de
factores independientes (54). La etiologia cervical en los pacientes de cancer
de cuello uterino aumenta el riesgo de padecer cancer de pulmén, esofago,

vejiga, rindn y vulvar (52).

La hipdtesis de que otro agente microbiolégico actua en el epitelio cervical
aumentando el riesgo de adquirir cancer cervical en presencia de HR-HPV

(51).

Varios factores de riesgo se han descrito del cancer de cuello del utero
como el tabaquismo, la inmunosupresién, alto numero de parejas sexuales, y
también la historia de las lesiones precancerosas y cancerosas de cuello

uterino (12 ,30).

Entre los cofactores infecciosos:

- Virus del herpes simple (VHS).- Un virus de los mas estudiados como
cofactor en cancer cervical, ya que, de forma similar al HPV se podria

asociar al comportamiento sexual. Varios estudios
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seroepidemiolégicos han hallado asociacion moderada entre

anticuerpos del VHS tipo 2 y la neoplasia cervical (51).

Chlamdydia Trachomatis.- Bacteria que produce comunmente una
infeccidn de transmisién sexual, entre el 85-90% de infecciones por
este microorganismo son asitomaticas por lo que no pueden ser
diagnosticadas y tratadas de forma temprana. Aunque Chlamydia
Trachomatis es una infeccién bacteriana tratable, es una importante
causa de infeccion intracelular. Muchos estudios muestran una
asociacion entre esta bacteria y neoplasias cervicales de alto grado o

cancer cervical invaso (51).

Edad de iniciacion de vida sexual.- Debido a la inmadurez cervical,
deficiencias de flujo cervical protector, puede conducir a una mayor
vulnerabilidad para la adquisicion de una infeccion de HPV en mujeres

adolescentes y en adultas jovenes (55).

Numero de parejas sexuales: Asociacion entre numero de parejas,
puede aumentar la probabilidad de contraer una infeccion por HPV. El

lapso de tiempo entre una pareja sexual y otra es otra caracteristica
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influyente, ya que si el periodo es corto existe mayor riesgo de

infectarse (15).

Factores de riesgo no infecciosos:

- Tabaquismo.- El tabaco tiene un efecto carcinogénico y produce
alteracion de la inmunidad local en el cuello uterino, siendo mas
proclive a desarrollar la lesién. Si el paciente deja de fumar puede
disminuir el riesgo de padecer un cancer subsiguiente de esta
etiologia (52). Se han detectado metabolitos del tabaco en el moco

cervical de las pacientes luego de haber fumado cigarrillo (13,52).

- Anticonceptivos hormonales.- Los estrégenos y la progesterona han
sido relacionados con el desarrollo de lesiones cervicales preinvasivas
e invasivas (51). El uso excesivo por un largo periodo de tiempo,
aumenta la expresion de los genes E6 y E7 del HPV. Los estrégenos

favorecen el desarrollo de lesiones ya establecidas (55).

- Paridad.- Por muchas décadas, se ha dado énfasis en que el elevado
numero de hijos puede incrementar el riesgo para desarrollar
carcinoma in situ o cancer cérvico uterino, aunque muchos de dichos
estudios no controlaron la presencia de HPV en la historia sexual y

esto podria causar confusién (51).
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Como cofactores virales:

Genotipo HPV.- Los genotipos 16 y 18 presentan un mayor riesgo de
progresion. Y en particular, los genotipos 16,18 y 45 tienen una
integracion mas efectiva al genoma, pudiendo desarrollar de forma

mas rapida lesiones de alto grado (6).

Variantes de HPV: Las variantes geograficas se han relacionado con
distintos tipos de canceres, podria estar influido por dos mecanismos
tales como la diferencia en su capacidad funcional o evasién del

sistema inmunitario huésped (57).

Carga viral: Se indica que una carga viral elevada indica una mayor
probabilidad de integracion del ADNv en el genoma del huésped

(14,54).

Coinfeccion: Si la infeccidon posee mas de un tipo viral, aumenta el

riesgo de desarrollo a cancer (59).
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1.5.2. Cancer en Ecuador

En Ecuador se ha realizado el programa de tamizaje que se basa en
pruebas citoldgicas tradiciones (Papanicolaou), estimulando el tratamiento

mas eficaz en lesiones de alto grado (51).

En la ultima década, los datos estadisticos a nivel local relacionados a
cancer han sido gracias al registro de tumores que funciona en la Sociedad
de Lucha contra el cancer (SOLCA), conjuntamente con el Ministerio de
Salud publica y el Instituto de estadisticas y censos (51). En el afio 2009, un
caso reportado en el Journal de Patolgia italiano, evalué 250 muestras de
dos localidades de Ecuador: Quito y Tosagua. En este estudio, reportaron
una tasa de infeccion de HPV de 4,95% a través de la prueba de

papanicolaou (60).

Una base epidemioldgica respecto al cancer cérvico uterino in situ e
invasor se publicd en el 2004 por el registro de tumores que establece
diferencias desde al afno 1985 hasta el 2002, resultado del programa de

citologia (51).
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Segun datos de INEC-Ecuador, respecto al cancer de cérvix invasor,
ha disminuido en el periodo de 1985-1989 de 14.8 a 9.8 por cada cien mil
habitantes. De igual manera en cancer in situ, estando en el periodo de
1985-1989 en 9.9 a encontrarse en el periodo de 2000-2002 en 3.5 por cada
cien mil habitantes, la tasa estandarizada de mortalidad por cada cien mil
habitantes bajo de 10.1 en el periodo de 1995-1999 a 7.9 en los 2000-2002

(grafico 1) (51).

20

15

Cuello Uterino

Estomago

10

Préstata

Grafico 1 Defunciones por cancer- tasas por 100.000 habitantes, Ecuador

1980-2010 (51).

La publicacién y estudios cientificos realizados en Ecuador respecto a
cancer cérvico uterino, es limitada. Segun datos de SOLCA, en el periodo de
2005-2009 tenemos que la tasa cruda de cancer en mujeres de Guayaquil es

de 149,22 x 100.000 habitantes.
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Cancer Invasor 19,7 x 100.000

Cancer Insitu 14,3 x 100.000

Solca Ecuador, 2014

Los casos nuevos de cancer In situ de Cérvix en mujeres desde los
anos 2010 hasta 2013 han ido disminuyendo, segun datos estadisticos

(Anexo F).

Los casos nuevos de cancer invasor de cérvix en mujeres desde los
anos 2010 hasta 2013 han variado en cada periodo, incrementado o
disminuyéndose los casos; dandose la mayor frecuencia en el ano 2010
(Anexo F). A nivel de todo el analisis, la mayor frecuencia la encontramos en
el rango de edad de 50-54 con 202 casos seguido del rango de 45-49 con

199 casos (Anexo F).

1.6. Métodos de diagnéstico para HPV

1.6.1. Analisis citologicos e histolégicos

En los examenes rutinarios de citologia/histologia, los resultados

alterados son la herramienta inicial hacia la deteccién de HPV o cancer de
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cuello uterino. La prueba de diagndstico primero debe ser citologico-

histolégica para luego hacer el diagnéstico molecular (13,52).

Papanicolaou.- El uso de la prueba de Papanicolaou (Pap) para el
cancer cervical ha disminuido significativamente la incidencia de cancer
cervical y su mortalidad asociada en los ultimos afios. Sin embargo, la
prueba de Papanicolaou tiene una baja sensibilidad (70%) para la deteccion
de alto grado de lesion intraepitelial escamosa (LSIL), que ha planteado una
serie de cuestiones en relacion con la necesidad de métodos adicionales
para mejorar la deteccion. Por lo tanto, se recomienda para la deteccion del
virus del papiloma humano (HPV) en combinacién con la prueba de
Papanicolaou, para mejorar la deteccion de lesiones precancerosas de cuello

uterino (61).

Para la prevencion y la deteccién temprana de cancer de cuello
uterino, es importante no sélo detectar cambios intraepiteliales cervicales,
sino también identificar la presencia de HR-HPV vy su tipo. Si los resultados
de la prueba de HPV de HR son positivos, la posibilidad de neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) puede ser pronosticada incluso si no hay cambios

citolégicos en el cuello uterino (62).
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Colposcopia.- Técnica creada y desarrollada por Hans Hinselman (8)
.Esta técnica se basa en la observacion del tracto genital mediante un
microscopio binocular. EI motivo mas comun para solicitar una colposcopia
es la citologia cervical anormal, generalmente descubierta como resultado de
un estudio de tamizaje (63). Puede identificar la extensiéon de lesiones,
localizar areas sospechosas y planificar un posible tratamiento, sin embargo
es poco especifica, ya que no siempre las colposcopias anormales son el

resultado de una lesién cervical (8).

Prueba histolégica

Biopsia.- Mezclando los resultados de la colposcopia con los de una
biopsia dirigida, se optimiza el diagndstico de neoplasias intraepiteliales y la

posible presencia de adenocarcinomas (8,59).

Estudio de endocérvix.- Se realiza mediante un cepillo endocervical

para la realizacion de frotis citolégico (8,47).

Conizacion.- Funciona como prueba de diagndstico y como medida

terapedutica en ciertos casos (8).
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1.6.2. Analisis molecular de HPV.

- Reaccion en cadena Polimerasa (PCR).- Se basa en el mecanismo
de replicacion del ADN. Este ADN bicatenario, pasa a ser monocatenario, se

duplica y vuelve a enrollarse (64).

Esta técnica combina la especificidad de la uniéon de los dos primers y la
sensibilidad que resulta del proceso de amplificacion, identificando el virus de

interés(15).

- Captura hibrida (HC2).- se utilizan sondas de ARN marcadas que
tienen la capacidad de hibridar con el ADNv con amplificacién de la sefal que
utiliza la deteccion quimioluminiscente de microplacas. La mas usada en el
mercado es el test Hybrid Capture 2, que permite detectar 5 tipos de LR-HPV
(6,11,42,43,44) y 13 tipos HR-HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 68). Disenado como método de deteccion de la enfermedad cervical, se

recomienda que vaya de la mano con la historia médica del paciente (65).

Es una prueba de ADN de HPV con la tecnologia Hybrid Capture 2 (La
intensidad de la luz emitida indica la presencia o ausencia de ADN diana en

la muestra (66).
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Anyplex Il 28 HPV.- Tecnologia patentada por Seegene que hace
posible la deteccién de multiples patégenos en un solo canal de
fluorescencia en una gqPCR. Permite la amplificacion, deteccion y
diferenciacion simultanea de los acidos nucleicos diana de diversos
HPVs, 19 de alto riesgo (16,18,26,31,33,35,39,45,51, 52,53, 56, 58,
59, 66,68, 69, 73, 82) y 9 de bajo riesgo (6,11, 40, 42, 43, 44, 54, 61,
70) y sus controles internos respectivos (67). La deteccién de Anyplex
Il 28 HPV utiliza e gen de B-globina como control interno enddégeno
que garantiza la purificacion de ADN, verificacion de la reaccion de
PCR. Se emplea el sistema uracil-DNA glicosilasa (UDG), el cual es
prevenir la mutagénesis mediante la eliminacién de uracilo a partir de
moléculas de ADN mediante la escision de base. Por lo tanto, los
sistemas UDG se utilizan para controlar la contaminacién cruzada de

las muestras (67).

En la siguiente figura, se presentan distintas formas para la deteccién de

HPV.
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Prueba Analitica Clinica

Sensibilidad/especifi
Sensibilidad/espec cidad paraNIC3y
ificidad cancer
cervicouterino

Basado en morfologia Papanicolaou No aplica Baja/alta
celular
Colposcopia No aplica Moderada/baja
Inspeccidn visual No aplica Baja/baja
Deteccu:jr;(i/epﬁrotemas Imml:]r::?rcr:'?(c:):hlsto Baja/alta Baja/baja
I\élllszsfgr?i?:;a Baja/alta Baja/baja
Western blot Baja/alta Baja/moderada
Deteccion del genoma del
VPH
Métodos directos Southern blot Moderada/alta Moderada/alta
ISH Moderada/modera Moderada/moderad
da a
Dot blot Baja/alta Baja/alta
Amplificacién de la sefial HC Alta/alta Alta/alta
Amplificacién del blanco PCR Alta/alta Muy alta-alta/alta-
moderada
gPCR Muy alta/alta Muy alta
Detecuo:n(:s\;a::'lcuerpos Péptidos ELISA Baja/baja Baja/baja
VLP Moderada/alta Baja/baja
E6/E7 fusionados Alta/moderada Baja-moderada/alta

Figura 5 Caracteristicas de distintas pruebas para la deteccion de HPV (38).



Capitulo 2:

Materiales y Métodos

2.1.Poblacion de estudio:

El presente estudio se encuentra dentro del Proyecto Senescyt PIC-
12-INH-001«Epidemiologia Molecular del Virus del Papiloma Humano para
la prevencion del Cancer Cérvico Uterino en mujeres de la Region Litoral del

Ecuador>



2.1.1. Tipo de estudio:

El presente estudio es de tipo transversal, observacional y prospectivo.

2.2.Criterios de inclusion

Dicho proyecto cuenta con criterios de inclusién, los cuales son:

Mujeres.

- Edad de 30 anos en adelante.

- Habiten en el litoral ecuatoriano, en caso de extranjeras, que la

residencia sea minimo de 5 afios en el lugar de estudio.

- Pacientes con diagnésticos citologicos de Células Escamosas Atipicas
de Significado Indeterminado (ASCUS) con el reporte de sus

resultados.

- Pacientes con lesiones citolégicas de alto grado (H-SIL) con el reporte

de su respectivo resultado.
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2.3.Criterios de exclusion

Los criterios de exclusién, también rigen ciertos parametros, los cuales

son:

- Muestras que tengan infeccion bacteriana o Micética.

- La muestra tomada en ciclo menstrual.

- Muestras con presencia de tratamiento de évulos o tinciones.

- Muestra de pacientes con abstinencia sexual menor de 48 horas.

Para el presente trabajo, se analiz6 las pacientes de la ciudad de

Guayaquil-Ecuador.

2.4. Muestras clinicas:

La paciente debe llenar una ficha de registro donde detallara su
historia clinica (Anexo B) y un consentimiento informado donde se explica el
propédsito del proyecto y las condiciones del mismo (Anexo C). A partir de los
resultados respectivos, ya sea Papanicolaou o Biopsia con citologia
alterada/inflamatoria se realiza el cepillado uterino por parte del Médico y/o

profesional encargado.
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Estableciéndose los criterios del estudio, las muestras se recolectaran
se transportaran mediante la tecnologia Cobas PCR Cell Collection Media
(Anexo E). La recoleccion de muestras clinicas fue aprobada por el comité de
Bioética Institucional del Hospital del Nifo “Dr. Francisco de Ycaza
Bustamante” (Anexo D), Los centros médicos que colaboraron con la toma
de muestra son: Sociedad de Lucha contra el Cancer del Ecuador SOLCA,
Hospital Gineco-Obstétrico Enrique C. Sotomayor, Hospital de Infectologia
Dr. José Rodriguez Mariduefa. La clasificacion de la citologia se evalud
utilizando los criterios establecidos en las directrices del Sistema Bethesda

2001 (Anexo G).

2.5.Factores a analizarse
En la ficha de datos se registraron factores clinicos como: Historia
anticonceptiva, historia obstétrica, historia ginecoldgica, antecedentes de

prueba citoldgica alterada, antecedentes de cirugia cervical y habitos toxicos.

2.6.Factores socio demograficos
De igual forma, se procede a registrar los factores socio demograficos
del paciente como: la edad, lugar de donde procede, lugar de la toma de
muestra, grado de escolaridad avanzado hasta la actualidad, situacion

laboral y estado civil.
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2.7. Analisis de factores
De los factores registrados en el presente estudio, se analiz6 los
factores sociodemograficos de los pacientes, hallando los posibles factores

de riesgo para la infeccion de HPV.

Los resultados de Papanicolaou de cada paciente, son analizados por la
clasificacion de Bethesda 2001 y la del MSP del Ecuador, para luego realizar

la correlacién de la lesién cervical con el/los genotipo(s) encontrados.

2.8.Extraccion de ADN:

A partir de las muestras recolectadas, se realiz6 la extraccion de ADN
mediante el kit QlAmp DNA Mini and Blood Mini Handbook , de acuerdo con
las instrucciones del fabricante (Anexo H). Finalizada la extraccion, se
procedié a cuantificar el ADN de la muestra mediante Nanodrop 2000
(Thermo Scientific) y llevarlas a una concentracion estandar entre 100 ng/ml

aproximadamente.

2.9.Deteccion HPV:

La presencia de ADN gendmico humano se verific6 mediante
amplificacion de un fragmento de 110 bp del gen de la B-globina mediante el

uso de cebadores PC03-PC04 (Anexo I).
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Deteccion de ADN de HPV, se realiz6 mediante PCR convencional
utilizando primers universales para la deteccion de HPV: MY11/09 ( Anexo J)
(68), que amplifican un fragmento de 450 bp de la region conservada L1 de
HPV. Se realiz6 la deteccién del producto de PCR por electroforesis en gel

de Agarosa al 2.5%.

2.10. Tipificacion del virus y deteccion de infecciones multiples

Con una previa evaluacion con primers generales para HPV,
realizamos la prueba para detectar las infecciones multiples existentes
mediante el sistema Anyplex Il HPV28 (67) que es un ensayo in vitro
cualitativo para la deteccion de 14 tipos de HPV de alto riesgo y 9 tipos de

HPV de bajo riesgo. Consiste en dos reacciones de PCR:

Set A.- Una multiple prueba que permite la amplificaciéon simultanea del

target de ADN de 14 HPV de alto riego.

Set B.- Es una prueba multiple que permite la amplificacién simultanea del

target de ADN de 5 HPV de alto riesgo y 9 HPV de bajo riesgo.
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La reaccion se la realiza segun indicaciones del fabricante en un
volumen final de 20ul (Anexo K). Se utiliza una sonda primaria especifica
para un tipo de HPV que lleva un 5’(lanzador) para la extension y una
segunda sonda artificial con fluorescencia especifica marcada para cada
lanzador, para un tipo dado de HPV dado el receptor es activado por la
extension del oligonucleétido 5 complementaria al 3’ del receptor
emparejado, uniéndose por sintesis de la ADN polimerasa y la conversion del
receptor de cadena sencilla a doble cadena con la simultanea liberaciéon del
qguenching y la emision de fluoresencia. Cada receptor, y su correspondiente
HPV, se pueden distinguir de los otros que comparten el mismo fluoréforo por
fusién de analisis de la curva en 3 pasos especificos durante la PCR en

tiempo real (14).

El conocimiento de la etapa en la que la curva de fusion se convierte
en positivo nos permite semi cuantificar la carga viral, desde baja (positiva
después de 40 ciclos de PCR), a intermedio (positiva dentro de 31 a 39
ciclos), a alto (positivo antes de 31 ciclos). La grabacién de datos y la
interpretacion se automatizaron con el software de visualizacién Seegene de

acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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2.11. Analisis de datos

Todos los datos recolectados en la ficha fueron ingresados en una
base de datos, colocando las variables y los resultados de todos los analisis
realizados. Los nombres de los pacientes fueron protegidos con un codigo
establecido por el proyecto de acuerdo al sitio de procedencia de la
muestras. Las pruebas realizadas fueron evaluados por Softwares Epidat 3.1
y Epilnfo 3.5.4, para el respectivo analisis epidemioldgico, usando regresion
logaritmica con el estadistico X? y p-value y analizando factores de riesgo

para los factores sociodemograficos (OR).



Capitulo 3:

Resultados

3.1.Matriz sociodemografica del estudio

La poblacion de estudio fue de 145 muestras, 107 resultaron positivas
para HPV y 38 negativas con PCR universal, usando primers MY11/09. A

continuacion, la matriz basada en factores sociodemograficos del estudio
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Tabla Il Matriz de comportamientos sociodemograficos de la
poblacion de estudio, mostrandose los rangos de edades, centro de atencion

meédica, estado civil, escolaridad, y situacion laboral.

Rango de Edades Numero de muestras
30-39 60
40-49 32
50-59 18
60-69 21
70 en adelante 14
Centros de atencion médica
Solca Guayaquil 110
Hospital de Infectologia 19
Maternidad Enrrique 16
Sotomayor
Estado Civil
Soltera 44
Casada 49
Divorciada 9
Viuda 7
Unidn Libre 36
Escolaridad
Elemental 19
Primaria 57
Secundaria 58
Pre Tecnolégico 3
Universitario 8
Situacién Laboral
Ama de casa 122
Estudiante 4
Obrera 11
Profesional 5
Comerciante o Informal 3
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Utilizando los programas Epidat 3.1 y Epilnfo 3.5.4, la prueba de
regresion logaritmica con el estadistico X?, para factores de la matriz
sociodemografica se calculo los valores de O.R. y p-value con intervalo de

confianza de 95%, obteniendo los siguientes resultados:

- Rango de edades.- el valor de O.R. fue 0.9945 y p fue 0.6821 siendo

no significativos.

- Estado civil.- el valor de O.R. fue 0.9891 y valor p fue 0.3607 siendo

no significativos.

- Escolaridad.- el valor de O.R. fue 0.9825 y valor de p fue 0.3751

siendo no significativos.

- Situacién laboral.- el valor de O.R. fue 0.9699 y el valor de p fue

0.1036 siendo no significativos.
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3.2.Deteccion de HPV mediante primers MY11/09 en distintos rangos

de edad.

Deteccion de HPV con primers MY11/09 en
distintos rangos de edad

B Negativo HPV Positivo HPV

83,33%
78,13% : g
71 67% o 76,19%
57,14%
28,33Y% 21 88
- 16,679
30-39 40-49 50-59 60-69 70 en adelante

Grafico 2 Deteccion de HPV en rangos de edades establecidos. En el rango
de 50-59 afos de edad, la frecuencia de HPV positivo fue del 83.333%,

siendo la mas alta en esta poblacién.
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3.3.Deteccion de HPV con primers MY11/09 segun la lesiéon cervical

de la paciente.

Deteccion de HPV con primers
MY11/09 segun su lesion cervical

B LSIL @HSIL

73,91% 73,77%

26,09% 26,23%

Positivo Negativo

Grafico 3 Frecuencia de HPV con primers MY11/09 segun la lesion cervical
previa. Para las muestras con LSIL, el porcentaje de positivos fue de 73.91%,
y para HSIL fue de 73.77%. A partir de los positivos para HPV con ambas
lesiones cervicales, se procede a realizar el analisis con la tecnologia

Anyplex Il 28.
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3.4.Deteccion de monoinfeccion e infecciones multiples con la

tecnologia Anyplex Il HPV 28, Seegene

Diferentes infecciones de HPV
detectadas con la tecnologia Anyplex 28

H Multiple infeccion ~ ® Monoinfeccion

70 en adelante 00%

60-69 00%

£0-59 ’ 86,67%

40-49 00%

Rango de edades

0,
30-39 00%

Grafico 4 Analisis realizado por la tecnologia Anyplex Il 28, tan soélo el
13.33% de pacientes en el rango de 50-59 afos de edad tuvieron una mono
infeccion, en la mayoria de los rangos de edad, las infecciones multiples

fueron del 100%
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3.5.Frecuencia de los genotipos detectados por la tecnologia

Anyplex Il 28 HPV, Seegene

Frecuencia de Genotipos detectados por la tecnologia Anyplex Il 28

HPV70
HPV61 0,69%
HPV54 0,92%
HPV44 1,15%
HPV43 0,46%
HPV42 2,99%
HPV40 0,23%
HPV11 0,46%

HPV6 3,68%
HPV82 1,15%
HPV73 1,61%
HPVE9 2,53%
HPVES 1,84%
HPVE6 1,61%
HPV59 0,46%
HPV58 22,30%
HPV56 1,84%
HPV53 7,13%
HPV52 2,07%
HPV51 0,46%
HPV45 0,46%
HPV39 0,46%
HPV35 4,60%
HPV33 2,30%
HPV31 5,75%
Hev2e |10,00%
HPV18 5.52%
HPV16

0,00 5,00 20,00 25,00

Grafico 5 Numero de casos de cada uno de los genotipos detectados por la

tecnologia Anyplex Il 28. La mayor frecuencia fue HPV 58, luego HPV 70 y

HPV 16.

De los resultados presentados, en el caso de las infecciones multiples,

la misma muestra podia dar mas de un genotipo. Por lo tanto, las frecuencias
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son el porcentaje correspondiente al numero de veces que aparece un
genotipo determinado en mi poblacion de estudio. De los 28 genotipos que
detecta la tecnologia Anyplex Il HPV 28, el Genotipo 58 fue el de mayor
frecuencia. Con esta revisidbn general, podremos asociar la presencia de

cada genotipo encontrado con la lesion citoldgica que presentaba.

3.6.Frecuencias de genotipos encontrados segun la lesién cervical

previa de cada paciente

Frecuencia de Genotipos detectados por la tecnologia Anyplex Il 28 seglin la
lesion cervical previa

100,00

80,00

60,00

40,00

20,00
in_nipLo L nif!
0,00 = . ——— = =
. HPV [ HPV [ HPV [HPV |HPV |HPV [ HPV [ HPV [HPV | HPV | HPV | HPV [ HPV [ HPV | HPV | HPV
Genotipos | 16 [ 18 | 26 |31 |33 [35[ 39 | 45 |51 |52 |53 |56 [ 58|59 66|68
mISIL [186(166| 0 |16| 20| 2 |50 | 0 | 0 | O |161|125|144| 50 | 0 |125
mHSIL|81,3(833| 0 | 84|80 | 18 | 50 |100|100| 100 |83,8|87,5/855| 10 | 100 |87,5

HPV|HPV
61| 70
333| 20
66,6| 80

mLSIL mHSIL

Grafico 6 Barra de frecuencias de lesiones de bajo grado (LSIL) y de alto
grado (HSIL), por cada uno de los genotipos detectables para la tecnologia

Anyplex 28. Las lesiones de alto grado fueron las prevalentes en la mayoria

de casos.
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3.7.p-value

Realizando la prueba t de dos colas, dando un valor de p= 0,001.
Indicando estadisticamente que al tener una lesion cervical de alto grado

(HSIL) la probabilidad de tener un HPV de alto riesgo HR-HPV es mayor.



Capitulo 4:

Discusion

En el presente trabajo se estudié la epidemiologia molecular de HPV
en mujeres de la ciudad de Guayaquil. Las relaciones estadisticas para los
factores rango de edad (OR: 0.9945; p: 0.6821), estado civil (OR: 0.9891; p:
0.3637), escolaridad (OR: 0.9699; p: 0.3751) y situacién laboral (OR: 0.9699;
p: 0.1036) de la matriz sociodemografica fueron no significativas

estadisticamente. En el presente estudio un gran numero de pacientes
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presentaron una escolaridad de primaria y secundaria. Respecto a la
situacion laboral, gran parte del estudio lo comprendian amas de casa,
aunque, estos factores fueron no significativos. Respecto a los cofactores
virales, muchos datos no fueron llenados en la ficha de registro por lo que no

se pudo generar un analisis para esos factores.

Varios factores han sido relacionados con infeccion HPV y lesiones
cervicales. Segun Soto et al, cofactores como el nivel educativo, ingesta
excesiva de alcohol, tabaquismo, resultado de citologia anormal, fueron
predictores para el desarrollo de las infecciones por HPV, siendo conductas
investigadas tales como asociacion de infeccion por HPV y su progresion a
cancer cérvico. De dicho estudio, el 90.5% de las mujeres fueron positivas, y
de lo cual el 94.3% tiene HR-HPV (28,32).Un estudio en Ecuador reportd que
en Ecuador las mujeres con menor escolaridad y baja posicidon
socioeconomica tienen menos posibilidades de control médico y de realizarse

la prueba de Papanicolaou (60).

En el presente estudio se obtuvo 73.90% de positivos y 26.20% de
negativos para HPV. De los positivos para HPV, el 73.91% presentaba LSIL,
y el 73.77% presentaba HSIL. Varios paises de América del Sur han

propuesto estandarizar programas nacionales de deteccion y de cribado para
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HPV (30,68). Un estudio report6 el 80.5% de positivo para HPV (70). Se ha
reportado que la prevalencia de HR-HPV aumenta segun la lesidon cervical.
Las pacientes asintomaticas tan soélo presentaron el 4% de HR-HPV,
mientras que las pacientes que presentaban ASCUS/LSIL/HSIL, fueron entre
el 60-90% de HR-HPV (48). Estudios realizados en Ecuador, reportaron que
el 97% de la poblacion estudiada (Costa-Sierra y Oriente) fue positiva para

HPV, mientras que el 3% fue negativo (71).

La tecnologia de Anyplex Il HPV 28 fue realizada a partir del resultado
de lesion cervical y PCR universal con primers MY11/09. Estudios garantizan
lo eficiente que es la tecnologia Anyplex I HPV 28 para estudios
epidemioldgicos utilizando muestras cervicales frescas, pero no se aconseja
basar un estudio solo con esta tecnologia, es necesario que tenga un ensayo
clinico previo como Papanicolaou o colposcopia (67). El genotipo mas
frecuente que este estudio detecté con la tecnologia Anyplex Il HPV 28, fue
HPV 58, con una frecuencia de 22.30% en la poblacion de estudio. De este
porcentaje, el 85.5% de casos tuvieron una HSIL y el 14.4% una LSIL. Los
siguientes genotipos mas frecuentes fueron el HPV 70 con un 13.79% de
frecuencia, teniendo un 20% con LSIL y un 80% con HSIL y el HPV 16, con
un 13.56%, con el 18.6% de LSIL y el 81.3% de HSIL. Resultados de un
estudio previo nos indica que el 42% de su poblacion fueron infecciones

multiples, las cuales sino se hubiese aplicado el ensayo, igual hubiesen sido



56

positivas para HPV (67). En presencia de cancer cérvico la prevalencia
combinada de HPV16 y 18 es del 67.7% segun un reciente estudio africano

(59).

Un meta analisis sobre la prevalencia del HPV en lesiones cervicales
en América Latina y el Caribe demostré que el 46,5% de los casos de HSIL
tuvo HPV-16 y el 8,9% de los casos de LSIL tuvo HPV-18(72). Para este
trabajo, el 85,57% de HSIL tuvo HPV 58, el 18.64% fue HPV 16, observando
que a nivel de Latinoamérica el HPV 58 no ha sido reportado entre los mas

frecuentes.

Segun Garcia et al. (2012), reporta que HPV16 fue el mas frecuente
(35.3%) aumentando su presencia segun aumentaba el grado de lesion.
HPV 31 fue el segundo mas frecuente y como tercero mas frecuente HPV 58
(34). Explica la alta frecuencia del genotipo 58 por el numero de inmigrantes
de América latina que ha llegado en la ultima década, poniendo énfasis que
el cancer cérvico es un problema importante para la salud publica (60).
Segun Azuma, en un estudio realizado en Japdn los tres principales tipos
mas frecuentes fueron el HPV 16 (24,1%), el HPV 52 (17,5%) y el HPV 58

(10,7%) (73).
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Respecto a las infecciones multiples encontradas en nuestro estudio,
en una misma muestra se pudo detectar hasta 8 genotipos diferentes. De
todas las posibles combinaciones dentro de las infecciones multiples, se
encontrd una frecuencia de 9.35% de HPVs 58-16-70, del grupo de positivos
para HPV. Un estudio realizado en Egipto, documenta que en general 37,0%
de pacientes HPV positivas fueron coinfectados con mas de un tipo de HPV.
Cuatro de cada nueve pacientes HPV-16 positivas (44,4%) fueron
coinfectadas con otros tipos de HPV y una de cada tres mujeres HPV-18
positivas (33,3%) fue coinfectadas con otros HR-HPV (70). Datos publicados
indican que multiples tipos de LR-HPV en una sola infeccién no aumenta el
riesgo hacia una HSIL. Mientras que aquellas pacientes infectadas con 2 o
mas tipos de HR-HPV tenian un mayor riesgo de LSIL (7). Un estudio
realizado por British Columbia, reporta que mujeres mayores de 30 afios

presentan en un 6.1% HR-HPV a partir de muestras de citologia previa (74).

Investigaciones de SOLCA en el afo 2005, destaca la presencia de
HPV 18 ya sea solo o asociado a otro genotipo de HPV (75). EI HPV 66
también fue bastante frecuente a pesar de no ser HR-HPV y el genotipo HPV
16 ocupo el tercer lugar entre los casos que dieron positivos(75). En el afio
2009, hubo un estudio reportado donde se valuaron muestras de Quito y
Tosagua, encontramos una tasa de infeccion de HPV de 4,95% en las

mujeres que buscan una prueba de Papanicolaou. La prevalencia es algo



58

mas baja que los reportadas en otros paises de Ameérica Latina, como
México (14%), Chile (14%) 14, Colombia (16,8%) y Argentina (15,5%). La
prevalencia encontrada en este estudio fue parecida a los datos en Bolivia

(5,2%) y, México (4,8%).

HPV 16 y HPV 18 han sido por muchos afios los HR-HPV reportados
a nivel mundial como los de mayor prevalencia en cancer cervical. En los
resultados de este trabajo, tenemos el HPV 58 como el de mayor frecuencia
y la asociacion de 3 tipos de HPV, que son: 16-58-70, dos reportados como
HR-HPV y el HPV 70 a pesar de ser LR-HPV fue el segundo mas frecuente

en este estudio y se encuentra asociado a HR-HPVs.



Capitulo 5:

Conclusiones y Recomendaciones

5.1.Conclusiones

- El estudio realizado fue de tipo transversal y observacional respecto a
la epidemiologia molecular de HPV en mujeres en la ciudad de

Guayaquil que presentaban una lesion cervical.
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Los métodos citoloégicos como Papanicolaou y colposcopia son
importantes para detectar a tiempo la alteraciéon de las células en el
cuello uterino, pero la genotipificacion de HPV es esencial en la

epidemiologia, en el triaje y el monitorio de pacientes a largo plazo.

Por mucho tiempo, la PCR universal y Captura Hibrida han sido
métodos para la deteccion molecular de HPV. El kit Anyplex Il HPV 28
€s un ensayo preciso y capaz de detectar multiples infecciones, siendo

su implementacioén efectiva para la deteccién temprana de HR-HPV.

Los resultados de infecciones multiples con su respectiva lesion
cervical serviran para la elaboracion de bases de datos actualizadas a

nivel de provincia y de pais.

HPV 16 y HPV 18 han sido por muchos anos los HR-HPV reportados
a nivel mundial como los de mayor prevalencia a cancer cervical. En

los resultados de este trabajo, tenemos el HPV 58 como el de mayor
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frecuencia y la asociaciéon de 3 tipos de HPV, que son: 16-58-70, dos
reportados como HR-HPV y el HPV 70 a pesar de ser de bajo riesgo
oncogénico fue el segundo mas frecuente en este estudio y se

encuentra asociado a genotipos de alto riesgo oncogénico.

Recomendaciones:

Los resultados negativos por PCR universal con primers MY11/09
debe ser evaluados con una técnica mas sensible como PCR
cuantitativa basada en Sybr Green. Ya que la técnica basada en Sybr
Green es mucho mas sensible que la técnica basada en PCR

universal.

Un proyecto factible a realizarse seria con pacientes que no
presenten lesiones cervicales, ya que a nivel mundial hay reportadas
investigaciones con pacientes asintomaticas que tienen infeccion de

HR-HPV.

El presente estudio fue realizado con pacientes mayores a 30 afos.

Una opcion a futuro seria realizar el estudio con mujeres menores de



62

30 anos, ya que en dicha poblacidon de estudio existe una alta

prevalencia de HPV.



Capitulo 6:

ANEXOS
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Anexo A

W <07 W <14 <21 W <32 MW<62

Incidence Mortality

b Eastern Africa

Western Africa

Southern Africa

South-Central Asia

South America

Melanesia

Middle Africa

Central America

Caribbean

Less developed regions

South-Eastern Asia

World

Central and Eastern Europe

Micronesia/Polynesia

Eastern Asia

More developed regions

Northern Europe

Southern Europe

Western Europe

Northern Africa

Northern America

Australia/New Zealand
Western Asia

40 30 20 10 0 10 20 30 40

llustracion 1 (a) Riesgo estimado de incidencia acumulado (0-74) %: el cancer de cuello
uterino. (b) Las tasas estimadas estandarizadas por edad de incidencia y mortalidad por
cancer de cuello uterino (76).
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Anexo B

Ficha clinica para la matriz de estudio de HPV.

Ficha de paciente para la investigacion de Papiloma Virus Humano

Fecha de toma de muestra
Tipo de Muestra

Muestra tomada por
Procedencia

|- DATOS PERSONALES.
Nombre y Apellidos:

Fecha de nacimiento: Edad: Numero de HC:
Cl: Direccién:
Centro de Trabajo: Teléfono:

I-ULTIMO GRADO DE ESCOLARIDAD ALCANZADO.
Elemental___ Primario___ Secundaria___ Pre o tecnolégico___ Universitario___

1II-SITUACION LABORAL.
Ama de casa___ Estudiante___ Obrera___ Técnica__ Profesional___ privado o informal__

IV-ESTADO CIVIL.
Soltera___ Casada___ Viuda___ Divorciada___

V-HISTORIA ANTICONCEPTIVA.

a: (actual)

DIU___ Progesten +Estradiol__ P/C___ biorritmo___ Tiempo de uso
b: (anterior a la actual)

DIU___ P+E_._ P___ biorritmo___ Tiempo de uso,
Usa proteccion al tener relaciones sexuales SI NO

VI-HISTORIA OBSTETRICA.
Edad de la primera menstruacion
Ultima menstruacion (fecha)

Trastornos Menstruales Metrorragia Leucorrea
Menopausia Espontanea____
Quirargica Total

Parcial__

Edad de inicio de las primeras relaciones sexuales

Embarazos, Primer parto Total Abortos Espontaneos
Normales Provocados,
Patologicos_____

Numero de parejas en los ultimos dos afios,

VII-HISTORIA GINECOLOGICA.
a) Antecedentes de enfermedades ginecolégicas de naturaleza infecciosa:
Condiloma___ Gonorrea___ Monilias__ Sffilis, Trichomonas___ Herpes Genital___

Herpes Oral
Otras
b) Antecedentes de prueba citolégica alterada: Si No,
c) Antecedentes de cirugia cervical: Si No

VIII-HABITOS TOXICOS (en los ultimos 10 afos): a) Cigarro " b) Alcohol___
= c) Otros 4
IX-RESULTADOS:
Prueba citologica
Colposcopia
Biopsia
PVH/PCR




Anexo C

Consentimiento informado del proyecto HPV

sEwmsevy |- -

INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION EN SALUD PUBLICA “INSPI”
PROYECTO SENESCYT PIC-12-INH-001 “Epidemiologia Molecular del Virus de Papiloma Humano para
la Prevencién del Cdncer Cérvico — Uterino en mujeres de la Region Litoral del Ecuador”
Convenio N° 20120470 GUAYAQUIL - ECUADOR

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Para Investigacién del Virus del Papiloma Humano

Se me ha solicitado participar en un proyecto de investigacién que estudia la EPIDEMIOLOGIA
MOLECULAR DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH) PARA LA PREVENCION DEL CANCER DE
CERVICO-UTERINO EN MUJERES MAYORES DE 30 ANOS DE LA REGION COSTA DEL ECUADOR
facilitando una muestra citolégica que previo a un test de Papanicolaou, presente por lo menos células
atipicas para ser incluida en la deteccién de Virus de Papiloma Humano (VPH). Los Papillomavirus
Humanos estan asociados con alteraciones en células del cuello del (tero y puede provocar céncer
cérvicouterino. Los resultados obtenidos con las técnicas moleculares seran analizados en paralelo con
los datos clinicos y epidemiolégicos de las pacientes estudiadas para determinar las relaciones entre los
hallazgos viroldgicos y las variables clinicas y epidemiolégicas analizadas en la poblacion estudiada, y su
extrapolacién a la comunidad femenina en general

YO ENTIENDO QUE:
A) No existen riesgos en este procedimiento de toma de muestra de hisopado cervicouterino.

B) Los posibles beneficios que tendré en este estudio son: Se podrd establecer un mejor
diagnéstico de la enfermedad lo que permitird un seguimiento adecuado y se mejorard la
calidad de vida de pacientes infectadas por VPH con lesiones pre-malignas ya que se focalizara
el tratamiento invasivo solamente a las mujeres con lesiones malignas.

C) Cualquier pregunta que yo quisiera hacer en relacién a mi participacién en este estudio deberd
ser contestada por: Ac. César Bedoya Piloso MSc. Director del Proyecto, Dr. Carlos
Mosquera Martinez, Coordinador de Investigacién y Diagnéstico Microbiologico del Instituto
Nacional de Investigacion en Salud Piblica (INSPI) y Manuel Gonzélez Jefe del Subproceso de

Virologia del INSPI.

D) Los resultados de este estudio pueden ser publicados, pero mi nombre o identidad no serd
revelada y mis datos clinicos y experimentales permaneceran en forma confidencial, a menos
que mi identidad sea solicitada por ley.

F) Mi consentimiento estd dado voluntariamente sin que haya sido forzado u obligado.
Fecha: dia mes. afio 201

Nombre y Apellidos del Paciente

Firma

. JULIAN CORONEL 905 Y ESMERALDAS
CASILLA 3961 PAGINA WEB www.inh.gob.cc
E-MAIL: investigacionydoc@inh.gob.ec
TELF. (593) 4 —2282281 EXT. 232
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Anexo D

Comité de Bioética Hospital Dr. Francisco de Ycaza Bustamante

i)

MINISTERIO DE SALUD PUBLICA
DIREGCION PROVINCIAL DE SALUD DEL GUAYAS

Guayaquit, 12 de abril de 2013

Sefior Dactor

CESAR BEDOYA

tnvestigador Principal

INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION EN SALUD PUBLICA “INSPI”

Presenie
De nuesira consideracion:

£l Comité de Bioética institucional del Hospital del Nifio “Dr. Francisco de Ycaza Bustamante”, en
la sesion del 11 de marzo de 2013, luego del andlisis pormencrizado del Proyecto de
lnvestigacion “Epidemiologia Molecular del Virus de Papiloma Humano para fa prevencién del
Cincer de Cérvico-Uterine en mujeres de la Regidn Litoral del Ecuadoy” SENESCYT PIC-12-HN-

001, resolvid aprobario.

El Comité solicita alos responsables de la ejecucion del Proyecto que presenten los informes
del avance del mismo, efectos adversos y demds pormenores gque se advierian en su
desarrollo. Un delegado de este organismo supervisard el trabajo.

Hacemos propicia la oportunidad para expresarle nuestros sentimientos de consideracidn y alta
estima.

Atentamente, ﬂ

Dr. Antonfo Aguilar Guzmédn a
IDENTE ECRETARIO

c.c.: Comité de Bioética



Anexo E

Cobas ®PCR Cell Collection Media.-
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Una pequefia guia para la recoleccion y transporte de muestras.

Multiples dispositivos para la recoleccion de muestras son comunmente

usados en cobas®PCR.

Obtener:

- Inserte el cepillo hasta el cérvix.

- Presione suavemente y gire el cepillo en
direccion de las manecillas del reloj cinco
veces.

- Retire el cepillo.

Lavar:

- Lave el cepillo lo mas rapido posible en el
vial de solucién empujando el cepillo en la
parte inferior del frasco 10 veces.

- Agite vigorosamente el cepillo para poder
liberar el material.
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Ajustar:

- Ajuste la tapa hasta que quede
completamente cerrado.

Precaucion:

La muestra sera rechazada si hay exceso de sangre (mas de 2% v/v). Este espécimen
tiene un color rojo o marrén oscuro en el medio de muestreo cobas® PCR Cell Media

Collection.



Anexo F
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Casos de cancer in situ y cancer invasor de cuello de utero en los periodos

de 2010-2013.

Casos Nuevos de Cancer Insitu de Cervix en Mujeres - SOLCA

Afios 15-19 | 20-24 | 25-29 | 30-34 | 35-39 | 40-44 | 45-49 | 50-54 | 55-59 | 60-64 | 65-69 | 70-74 | 75-79 | 80-84 | 85-89 | >90 |TOTAL

2010 1 4 21 21 35 34 21 24 17 16 16 12 6 4 1 239

201 4 9 23 27 18 15 18 7 9 10 7 3 1 151

2012 1 7 21 13 18 13 1 6 5 3 5 2 1 1 107

2013 1 12 20 21 19 7 9 10 8 12 7 2 3 1 132
1 10| 49 [ 9 9% | 8 | 56 | 62 | 40 [ 38 [ 41 31 13 9 2 1 629

llustracion 2 Casos de Cancer Insitu de Cérvix en mujeres-SOLCA, en los
anos 2010 hasta 2013. Tomado: Solca-Ecuador, 2014

Casos Nuevos de Cancer Invasor de Cervix en Mujeres - SOLCA

Afios 15-19 | 20-24 | 25-29 | 30-34 | 35-39 | 40-44 | 45-49 | 50-54 | 55-59 | 60-64 | 65-69 | 70-74 | 75-79 | 80-84 | 85-89 | >90 |TOTAL
2010 2 9 23 30 [ 43 51 60 50 | 48 | 4 27 22 9 9 423
2011 5 14 26 | 4 49 1 8 | 4 39 | 4 25 25 8 5 2 368
2012 2 9 28 38 | 47 56 63 51 45 28 17 20 8 5 2 419
2013 11 18 29 50 43 31 36 32 33 29 23 15 6 1 357
4 34 | 8 | 123 | 181 | 199 [ 202 | 177 | 159 | 147 | 98 | 9 | 40 | 25 5 | 1567

llustracién 3Casos de Cancer Invasor de Cérvix en mujeres-SOLCA, en los
afos 2010 hasta 2013. Tomado: Solca-Ecuador, 2014.
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Sistema de clasificacion Bethesda 2001 (Modificado)

|doneidad de la muestra

Sistema Bethesda 2001

Resultado/Interpretacion

Satisfactorio para |a evaluacion(agrega un indicador de calidad: elementos de la ZT, flora, etc) ~ Anomalias celulares intraepiteliales
Parcialmente satisfactorio para al evaluacion Especfica causa: artefactos, ausencia de elementc Clulas escamosas

Insatisfactoria para al evaluacion (especifica al causa)
Resultado/Interpretacin

Negativa para las lesiones intraepiteliales o malignidad
Microorganismos

Trichomanas vaginalis

Organismos fingicos compatibles morfoldgicamente con Candida

Camhios en al flora sugestiva de vaginosis hacteriana
Bacterias morfologicamente compatibles con Actinomyces
Cambios celulares asociados con el virus herpes simple
Otros camhios no neoplasicos:

Cambios reactivos asociados con:

Inflamacidn (incluye reparacion tipica)

Radfiacion

Disposttivo intrauterino (DIU)

(Elulas glandulares post-histerectomia

Atrofia

(Elulas escamosas atipicas:
de significado incierto (ASCUS)
n0 s posible excluir HSIL (ASCH)
Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LSIL)
HPVy displasia leve/NIC1
Lesion intraepitelial escamosa de alto grado LSIL)
displasia moderada, severa, CIS/NIC2 y NIC3
Carcinoma de celulas escamosas
C&lulas glandulares atipicas:
endometriales, endocervicales, NOS
(Elulas glandulares atipicas probablemente neoplasicas:
endocervica, NOS
Adenocarcinoma endocervical in stu
Adenocarcinoma
Otros
CElulas endometriales en mujer >40 afios
Tecnicas auiiares: (p.g. HPV)
Recomendaciones: (opcional)
Notas y sugerencias (opcional)

llustracion 4 Sistema de clasificacion citolégica de lesiones cervicales
Bethesda 2001. Tomado de: Sanchez, 2011.
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Anexo H

1.

Titulo: Protocolo de extraccion para muestra de cepillado.

Fuente: Quiagen Qiamp DNA Mini Kit

Programar el termoblock a 56°C. antes de empezar la extraccion.

2. Verificar AW1 y AW2 que estén preparados segun indicaciones del

fabricante y que Buffer AL no esté precipitado.

. Se toma 1ml de la(s) muestra(s) y se centrifuga a 8000rpm o 6000 g

durante 5 min. Este paso se repite hasta que la concentracion de Pellet
sea adecuada para la extraccion (100ul de células acumuladas

aproximadamente).

Paso opcional: Si la muestra es abundante, colocar la muestra en
tubos Falcon de 15 ml y centrifugar a 4°C por 10 min a 7000rpm, hasta

quedarme con un solo pellet.

Decantar hasta s6lo dejar el Pellet.

Se coloca 20ul de Proteinasa K en la muestra y 200ul de de PBS.

Colocar 20ul de RNasa A (100mg/ml) y mezclar e incubar por 15 min a

37°C (No viene en el Kit).

Colocar 200uL Buffer AL. Se realiza Vortex para homogeneizar.

Nota 1: No colocar la proteinasa K y el Buffer AL en el mismo instante.
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Nota 2: Si el pellet de células es muy abundante, la colocacion de la
proteinasa K, el PBS y el Buffer AL deberan ser aumentados de manera

proporcional, como ejemplo: 30ul, 300ul y 300ul respectivamente.

8. Se incuba en el termoblock con una ligera agitacion a 56 C, por un

tiempo minimo de 10 minutos.

Nota 1: Se puede dejar en periodos de tiempo un poco largos, pero

esto no va a mejorar o afectar el producto que se desea obtener.

9. Centrifugar brevemente para remover las gotas de la tapa.

10.Adicionar 400 pl de etanol al 100% a la muestra y mezclar por 15
segundos en el vortex. Brevemente centrifugar para remover las gotas

de la tapa.

11.Cuidadosamente colocar 700 ul de la mezcla en la columna, cuidando
de no topar los bordes del tubo. Tapar la columna, colocarla dentro del

tubo de 2ml y centrifugar a 8000 rpm o 6000g por 1 min.

12.Colocar la columna en un tubo limpio y descartar el filtrado.

13.Cuidadosamente abrir la columna y adicionar 500 pl de Buffer AW1 sin

topar los bordes del tubo, tapar la columna.

14.Centrifugar a 8000 rpm por 1 min.

15. Colocar la columna en un tubo limpio y descartar el filtrado.
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16.Cuidadosamente abrir la columna y adicionar 500 pl de Buffer AW2,

sin topar los bordes del tubo. Tapar la columna.
17.Centrifugar a 14000 rpm por 3min.
18.Colocar la columna en un tubo limpio de 2ml y descartar el filtrado.
19.Centrifugar a 14000 rpom por 1 min y descartar el filtrado.
20.Colocar la columna en un tubo limpio eppendorf de 1.5 mi.

21.Adicionar 50 a 100ul de Buffer AE e incubar a temperatura ambiente

por 1 min y luego centrifugar a 8000 rpm por 1min.

22.Colocar el ADN extraido para conservacion a -20 C en corto plazo



Anexo |

Componentes para PCR punto final 3-globina:

(a) Primers de B-Globina a utilizarse

nucleotid
Primer Secuencia( 5’-3) Amplicon
0s
GAA GAG CCA AGG ACA
GH20 20 110 bp
GGT AC
CAA CTT CAT CCA CGT
PCO04 20 110 bp
TCACC

(b) Concentracién y volumen a utilizarse en el premix de PCR (-globina.

Reactivos Concentracion | Concentracion Volumen
Inicial Final
H20 Ajustar al Volumen final de 25ul.
Buffer de PCR 10x 1Xx 2.5l
MgCl 50mM 1.5mM 0.75ul




10mM 0.2mM 1.25ul

10pM 0.2uM 0.5ul

10pM 0.2uM 0.5ul

S5U/ul 0.4u 0.08pl
100ng/175ng

Volumen Final 25ul

(c) Ciclaje utilizado para PCR punto final de p-globina
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72C

10 min

1x

4C

1x

Amplicon Esperado: 110pb

Tomado de: Kit Invitrogen “Platinum Taq DNA Polymerase”
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Anexo J

Titulo: PCR punto final para diagnosticar HPV.

Fuente: Kit Invitrogen “Platinum Tag DNA Polymerase”

MY11/09

78

(a) Primers degenerados para la detecciéon de HPV: MY11/09, los cuales

son capaces de detectar 36 genotipos de HPV (15).

MY11/09 alineamientos de secuencia

Nombre de secuenciay tipo HPV

Secuencia (5'-3')

MY1l..oooioireinennnninnnns

GCM

CAG

GGW

CAT

AAT

GG

HPV-6

HPV-11

HPV-16.

HPV-18

HPV-26.

HPV-31

HPV-33

HPV-35

HPV-39.

HPV-40

HPV-42

HPV-45

HPV-52

HPV-53

HPV-55

HPV-56

HPV-58

HPV-59.

MY09.....cocevenmnnnnnnnrenn

CGT

ARR

GGA

WAC

TGA

TC

HPV-6

HPV-11

HPV-16.

HPV-18

HPV-26.

HPV-31

HPV-33

HPV-35

HPV-39

HPV-40.

HPV-42

.TA

Y Y Y Y

HPV-45

HPV-52

TA

HPV-53

TG

HPV-55

TA

N H

HPV-56.

.TA

HPV-58

HPV-59.




(b) Concentracién y volumen a utilizarse en el premix de PCR MY11/09.

Reactivos Concentracion | Concentracion Volumen
Inicial Final
H20 Ajustar al Volumen final de 25ul.
Buffer de PCR 10x 1x 2.5l
MgCl 50mM 1.5mM 0.75ul
dNTPs 10mM 0.2mM 1.25ul
PF/MY 11 10uM 0.2uM 0.5ul
PR/MYO09 10uM 0.2uM 0.5ul
Taq 5U/ul 0.4y 0.08ul
ADN 100ng/175ng
Volumen Final 25l




(c) Ciclaje utilizado para PCR punto final de MY11/09.

Ciclaje de PCR Punto Final

Temperatura Tiempo Repeticiones
95C 5 min 1x
95C 1 min
57° 1 min 40x
72C 1 min
72C 10 min 1x
4C 0 1x

Amplicon Esperado: 450 bp

Tomado de: Kit Invitrogen “Platinum Taq DNA Polymerase”

80
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Anexo K

Protocolo Anyplex || HPV 28
Titulo: Multiplex gPCR para detectar HPV
Tomado de: Seegene Inc.

Tabla IV Componentes del Kit Anyplex Il 28 HPV.

Symbols Contents Volume Description
4X HPV28 A 500 pL TOCE Oligo Mix
PRIMER TOM (TOM)

- Amplification
and detection

reagents
4X HPV28 B 500 pL TOCE Oligo Mix
PRIMER TOM (TOM)

- Amplification
and detection
reagents

4X Anyplex 500 yL X 2 - DNA

PHEMIK PCR Master Polymerase

Mix (with .
UDG) - Uracil DNA

glycosylase
(UDG)

- Buffer
contaning
dNTPs

‘CONTRO L | ‘I.‘ HPV28 PC1 100 pL Positive control (PC)

- Mixture of
pathogen
clones
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CONTROL |+

HPV28 PC2

100 L

Positive control (PC)

- Mixture of
pathogen
clones

CONTROL |+

HPV28 PC3

100 L

Positive control (PC)

- Mixture of
pathogen
clones

Water

RNase-free
water

1000 pL X 2

Ultrapure quality PCR
grade

Negative control (NC)

- Sterilized water
as negative
control

Pasos a seguir:

- Toma de muestra de cepillado cervical (Revisar Anexo 5)

- Cuantificacion ADN mediante Nanodrop 200(Thermo Scientific)

- PCR B-globina para comprobar la presencia de ADN (Revisar Anexo

6)

- Extraccion de ADN de HPV con primers MY11/09 (Revisar Anexo 7)

- Positivos HPV realizar la reaccion del Kkit,

continuacion:

que se detalla a
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Tabla V Volumen necesario de cada uno de los componentes para la

preparacion de la reaccion para detectar infecciones multiples.

Volumen Descripcion
5L 4X HPV28 A TOM or B TOM
5uL 4X Anyplex PCR Master Mix (with
UDG)
5uL RNase-free water
5uL Sample’s nucleid acid
20 uL Total volumen of PCR reaction

Nota: Para ejecutar la reaccion de control positivo, preparar tres tubos de

PCR para cada conjunto, seis tubos de PCR en total;

Para un conjunto, primer tubo con PC1, segundo tubo con PC2 y tercer tubo

con PC3.

Para el grupo B, primero tubo con PC1, PC2 segundo tubo con y tercera tubo

con PC3.



Positive control of A set
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FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 Quasar 706
Name Auto interpretation
66 | 45 | 58 | 51 59 16 | 33 | 39 | 52 Ic 35 18 | 56 | 68 | 31
PC1 + - - + - - + - - + - = + - - Positive Control (+)
PC2 - + - - + - - + - - + = - + - Positive Control (+)
PC3 - - + - - + - - + - - + - - + Positive Control (+)
Positive control of B set
FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 Quasar 705
Name Auto interpretation
26 | 69 | 73 | 42 | B2 | 53 | 43 | 54 | TO IC 61 6 44 | 40 11
PC1 + - - + - - + - - + - - + - . Paositive Control (+)
PC2 = + = = + = = + = = + - - + - Positive Control (+)
PC3 = = + = = + = = + = = + - - + Positive Control (+)

Figura 6 Colocacion de controles positivos en el Set Ay Set B. Fuente:

Seegene Inc, 2013

Seleccionar en el menu del software, la configuracién de experimento.

Definir el perfil térmico de la siguiente manera.

Segment No. of cycles Temperature Duration
1 1 50C 4 min
2 1 95C 15 min
3 95C 30 sec
4 30 60C 1 min
5 72c 30 sec
6 1 55C 30 sec
7+ 1 Melting curve 55C ~85TC (55/0.5TC)
8 95C 30 sec
9 10 60C 1 min
10 72T 30 sec
1" 1 55T 30 sec
12* 1 Melting curve 55C ~85C (5s/0.5TC)
13 95C 30 sec
14 10 60C 1 min
15 72C 30 sec
16 1 55C 30 sec
17* 1 Melting curve 55C ~85C (5§ s/0.5C)

Jote: Plate Read on Seament 7.12 and 17. Fluorescence is detected at Meltina

Seleccionar el volumen final de las reacciones: 20 pyL




85

Seleccionar los fluoréforos (FAM, HEX, Cal Red 610, 670 Quasar y

Quasar 705) que sera utilizado en el experimento.
Una vez corrido el experimento, confirme los resultados de la curva.
Exportar los datos y asegurarse de guardarlos en carpeta.

Analizar los resultados:

File Edit  Option Help

e Sample
e Sample w Anyplex™™ Il HPVZB Detec
Me Sample w Anyplex™ Il HPV28 Detec
e Sample w Anyplex™ Il HPVZB Detec
2Hr Sample s Anyplex™ Il HPV28 Detec
e Sample w Anyplex™™ Il HPVZ8 Detec
e Sample  Anyplex™™ Il HPV28 Detec
g Sample qmﬂlk”"muﬂ('
) - - - R —
[Protie.. ¥ [ Aooly_) [ Open ] © Vericel O Hortzomel (tosd J(CSewe ] (Expon | [ Prim ]
[“Anyplex ™ Il HPVZB Detection(8 strip) |
[integration Aesuits | A set | B set |
[[] SampleNe  Patientid  Name Well | Targel FesuR  Autointerpretation Comment Aoulduz’
e -
s %
P =
5 -
s =
v .
n =
2He A0 £ - %
w2 =
» =
0] -
% =
@ -~
3 -
= < mm o,
] = ~|
J_l&, - - — PN ea— - T — >

Figura 7 Resultados prueba Kit Anyplex Il 28 HPV
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