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Resumen

El Virus de Papiloma Humano (VPH) relacionado con la infeccion de epitelio comprende
méas de 50 genotipos ampliamente distribuidos a nivel mundial. La asociaciéon entre la
infeccion de VPH vy el desarrollo de cancer de cuello uterino se encuentra alrededor del
99%, y en un porcentaje importante con cancer de vulva, vagina, pene y orofaringe. En este
estudio se caracterizo los genotipos de VPH presentes en 63 biopsias de lesiones cervicales
de alto grado tipo Il y tipo Il y lesiones cancerosas provenientes de pacientes que
acudieron al servicio ginecologico de SOLCA nucleo Quito entre los meses de Octubre y
Diciembre del 2012. Los resultados muestran que el 87% de las muestras estuvieron
infectadas con VPH y los genotipos de mayor prevalencia fueron: VPH-58, 16 y 52, todos
considerados de alto riesgo. Los datos obtenidos en este estudio difieren de algunos
estudios que sefialan a los genotipos 16 y 18 como los més prevalentes en cancer cervical.
Estos resultados sugieren que los genotipos asociados a cancer en el Ecuador son
diferentes, sin embargo un estudio con un nimero mayor de muestras es necesario para
confirmar estos hallazgos. EIl aporte principal de esta investigacion es la discrepancia
encontrada de los genotipos asociados con cancer en comparacion con las estadisticas
mundiales.
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Abstract

There are more than 50 different genotypes of Human Papillomavirus (HPV) associated
with mucous membrane infections worldwide and 99% of cervical cancer and a large
proportion of, vulvar, penis, and oropharynx cancers are associated to HPV infection. This
study characterized HPV genotypes found in 63 biopsies with high-grade squamous
intraepithelial lesions and cancerous lesions from patients attending the gynecological
service at SOLCA Hospital in Quito between October and December 2011. The results
show that 87% of the samples were HPV positive and the most common genotypes were:
HPV-58, 16 and 52, all of them considered as high risk types. The prevalence of these
genotypes differed from most reports which indicate that genotypes 16 and 18 as the most
commonly associated with cervical cancer. These results may indicate that Ecuador has
different genotypes associated to cancer; however a larger number of samples will be
necessary to confirm this finding. The main contribution of this research is to find a
discrepancy in the genotypes associated to cancer in Ecuador when compared with those of
the rest of the world.
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1. Introduccion

1.1 Generalidades del Virus de Papiloma Humano (VPH)

1.1.1 Estructura

Los virus de papiloma humano pertenecen a la familia Papillomaviridae, las particulas virales
de forma icosaédrica (72 capsdmeros) miden aproximadamente 55nm de diametro y no poseen
envoltura, como se indica en la Figura 1 (Romero, 2007). Su genoma es de ADN bicatenario
circular de aproximadamente 8000 pares de bases (pb) y codifica entre 9 y 10 genes de
acuerdo al tipo de virus, 7 u 8 de expresiéon temprana y 2 tardios (Figura 2) (Murray et al.,
2009; McCance, 2009). Todos los genes estan codificados en la cadena positiva y las regiones
de control se encuentran en el extremo 5. Los virus de papiloma se replican en epitelio

escamoso, mucosa genital, oral y conjuntival (Murray et al., 2009).

Los genes tempranos E1, E2, E4, E5, E6 y E7 codifican proteinas no estructurales que regulan
las funciones virales (Alonso & Lazcano, 2005). El gen E1 es el regulador de la replicacion y
transcripcion viral, codifica la proteina E1, que funciona como una ATPasa dependiente de
ADN y como helicasa dependiente de ATP. E2 interviene en la reparticion del ADN episomal
durante la divisién celular. E4 codifica una proteina que se une e interrumpe la red de
queratina del citoplasma, permitiendo la formacién de coilocitos y se expresa mayormente en
células diferenciadas. E5 codifica una pequefia proteina capaz de unirse a varias proteinas de
membrana, como receptores de factores de crecimiento e interviene en la transformacion
celular. La proteina E6 se une a la proteina p53 del ciclo celular y la marca para su

degradacion, impidiendo que la replicacion de ADN se detenga y por ende el ciclo celular. De



igual forma la proteina E7 inactiva a Rb impidiendo la proliferacion celular, cuya funcion se
describird mas adelante. En los dos casos el ciclo celular se detiene en la fase G1 y no pasa a

la fase S (Murray et al., 2009).

Por otro lado, los genes tardios L1 y L2 codifican las proteinas estructurales, necesarias para el
ensamblaje de las particulas viricas. L1 codifica la proteina mayor de la cdpside y L2 la

proteina menor (Robboy et al., 2009).

La familia Papillomaviridae estd conformada por diferentes tipos de virus, caracterizados por
la divergencia en la secuencia del gen L1. Un genotipo difiere de otro cuando existe un
minimo de 10% de divergencia nucleotidica. Por otro lado, cuando la diferencia se encuentra
entre el 2 y 10% se considera un subtipo de virus. En aislados independientes del mismo tipo
de VPH que poseen una variacion de alrededor del 2% se habla de una variante intratipo
(Hans-Ulrich, 2007). Algunas variantes han evolucionado con determinados grupos
poblacionales en regiones geogréaficas especificas (Hans-Ulrich, 2007). Adicionalmente, se ha
encontrado diferentes variantes de un mismo tipo con propiedades bioldgicas y patogénicas

diferentes, por ejemplo los variantes de VPH16 (Hans-Ulrich, 2007).

1.1.2 Clasificacion
Existen mas de 100 tipos de virus de papiloma. En base a la similitud de sus secuencias
gendmicas se los ha clasificado en 5 supergrupos: A, B, C, D y E (Tabla 1) (Murray et al.,

2009).

El grupo A incluye los tipos de virus que infectan el area genital, mientras que aquellos que
se encuentran en lesiones de piel formando verrugas y displasias dermicas en genitales, manos

y pies pertenecen al grupo B. Es importante destacar que existe una alta especificidad del



virus-hospedador y los virus de interés en este estudio se situan en el supergrupo A (Romero,
2007). De todos estos tipos, mas de 40 infectan epitelio y mucosa que reviste el tracto
anogenital y otras areas (Steben & Duarte-Franco, 2007). Es asi que, también se los puede
clasificar en base al tropismo que poseen hacia determinados tejidos, como se puede observar

en la Tabla 2.

Una clasificacion basada en el andlisis de las secuencias de los distintos tipos de VPH indica
que los tipos que infectan y producen lesiones en un mismo tipo de tejido pueden no estar

relacionados filogenéticamente (Figura 3).

Dentro de los virus de papiloma humano que infectan el tracto genital se encuentran tipos de

bajo y alto riesgo de progresion a cancer, estos son:

Bajo riesgo: 6, 11, 42, 43, 44.

Alto riesgo: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 41, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 67 y 68 (Mufioz et al., 2003).

Los tipos de bajo riesgo estan relacionados con condiloma acuminado y lesiones escamosas
intraepiteliales de bajo grado (LEIBG) en muy pocas ocasiones se han encontrado en lesiones
escamosas intraepiteliales de alto grado (LEIAG) o en carcinoma invasor. Por otro lado, los
tipos de alto riesgo se encuentran en varios tipos de lesiones intraepiteliales e invasoras, en

epitelio escamoso y glandular (Alonso & Lazcano, 2005).



1.2 Biologia del virus

1.2.1 Infeccion
El receptor celular para la entrada del VPH no es conocido aun, sin embargo se ha podido
observar que el sulfato de heparina facilita el anclaje del virus en algunos tipos celulares.

(Laimins & Lee, 2007)

El virus infecta a las células basales a través de heridas en el epitelio estratificado, a
continuacion los viriones migran al nucleo y sus genomas se establecen alli como plasmidos
extracromosomales (entre 20 a 100 copias por célula infectada). Los genes de expresion
temprana estimulan la proliferacion celular para ayudar a la replicacion del virus. (Laimins &

Lee, 2007)

En las células basales la replicacion viral esta limitada por E2, sin embargo a medida que las
células avanzan hacia la superficie del epitelio maduran y durante esta maduracion las
proteinas E6 y E7 intervienen en el ciclo celular lo que permite la replicacion viral y el
ensamblaje de los viriones. La diferenciacion celular marca el cambio de expresion de genes

tempranos a genes tardios con lo cual la replicacién viral es promovida. (Robboy et al., 2009)

Dado que Unicamente en las capas superficiales se da la expresion de los genes tardios y por
tanto el ensamblaje de los viriones, las particulas virales se desprenden junto con las células

muertas de estas capas superficiales (Figura 4) (Murray et al., 2009).



1.2.2 Replicacion

La replicacion del VPH atraviesa tres etapas. Primero, el ADN se replica en la capa
epidérmica basal y supra-basal del epitelio hasta generar entre 50 y 100 copias del virus por
célula. Luego, una fase de mantenimiento donde el genoma viral se replica, acorde al ciclo de
la célula hospedadora. Durante estas fases, el ADN viral se mantiene de forma episomal en el
nucleo celular. Finalmente, junto con la diferenciacion celular, se incrementa el nimero de
copias del genoma viral y la expresion de genes tardios para el ensamblaje de particulas

virales (Liu & Melendy, 2002).

El origen de replicacién del virus se encuentra dentro de la regién reguladora (URR) o regién
grande de control (LCR) localizada en la region no codificante méas grande del genoma del
virus, y se sobrepone al promotor principal de E6, como se observa en la Figura 5 (Liu &
Melendy, 2002). Para la replicacion de la forma episomal del virus solo se requieren la
expresion de los genes E1 y E2 y de la célula hospedadora se aprovechan factores como: la
ADN polimerasa o, ADN polimerasa 6, PCNA (factor de procesividad de ADN pol), RFC
(factor de colocacion de PCNA), RPA (proteina de unién a cadena simple de ADN) y
topoisomerasas | y 1l (Chow & Broker, 2006). Se ha observado que la expresion de E1 y E2
estd regulada por el grado de diferenciacion de las células del epitelio cervical (Liu &
Melendy, 2002) y se sabe que la proteina de reconocimiento inicial del ori es E2 que es

indispensable para reclutar a E1 (helicasa de ADN).

En la secuencia del origen de replicacion se encuentra el sitio de union de la proteina E1
(E1BS), y éste a su vez se encuentra flanqueado por varias copias del sitio de unién para la

proteina E2 (E2BS) (Chow & Broker, 2006). E2BS es una secuencia palindromica a la que se



une la proteina E2 formando dimeros (Chow & Broker, 2006). La secuencia de unién de la
proteina E1 es palindromica, rica en AT y altamente conservada, la unién de este elemento no
es indispensable para la replicaciéon de la mayoria de virus (Chow & Broker, 2006). De esta
forma para muchos tipos de VPH, con excepcion de VPH-1, solo se requiere la union de E2
para la replicacion. La mayoria de virus cuenta con cuatro copias de E2BS en la region URR y
la replicacion se ve incrementada con el numero de proteinas E2 que se unan a E2BS (Liu &

Melendy, 2002).

La expresion del gen E2, es regulada a niveles transcripcional y post-transcripcionales, los
ARN mensajeros de E2 provienen de un transcrito primario policistrénico que puede ser
originado a partir de uno o mas promotores. La proteina E2 tiene tres dominios: amino
terminal, carboxi terminal de dimerizacion y un sitio de unién al ADN (Chow & Broker,

2006).

La familia de proteinas E2 presenta un alto grado de polimorfismo, entre los diferentes tipos
de virus, sin embargo guarda alta especificidad y afinidad por E2BS, a diferencia de E1 (Chow
& Broker, 2006). Ademas, E2 regula la replicaciéon, transcripcion y persistencia del genoma

viral en células basales del epitelio.

En la mayoria de papilomavirus el dominio amino de E2 interactda con el dominio helicasa de
E1. La replicacion viral se inicia cuando la proteina E1 desenvuelve la doble cadena de ADN
dejando al descubierto las secuencias ori, luego recluta a RPA (proteina de union a simple
cadena para estabilizar las cadenas), e interactua con la polimerasa de ADNa, como se puede

observar en la Figura 6 (Chow & Broker, 2006).



En algunos genotipos, como VPH-11 y VPH-16, la proteina E2 compite con E1 por la
subunidad p70 de la polimerasa lo que permite desplazar a E2 del complejo de inicio de

replicacion y dar comienzo a este proceso (Chow & Broker, 2006).

1.3 Integracion Viral
La integracion del genoma viral se relaciona con un aumento en la expresion de los genes
virales y el crecimiento celular, asociandose mas frecuentemente con cancer cervical que con

neoplasias intraepiteliales cervicales (Lukaszuk, et al. 2003).

La integracién del virus comdnmente fragmenta los marcos de lectura (orfs), de los genes E1 y
E2 y da lugar a un aumento en la expresion de los genes E6 y E7 debido a la falta de supresion
por parte del gen E2. Normalmente E2 se fragmenta en el extremo amino, sin afectar la zona
“visagra”, que otorga flexibilidad a la proteina (Cheung et al., 2006). La ruptura de gen E2
libera la inhibicion del promotor viral que controla los oncogenes E6 y E7, de esta forma los
genes virales integrados podrian activar oncogenes celulares o inactivar genes supresores de
tumores celulares, de igual manera secuencias celulares podrian actuar sobre el promotor que
controla la transcripcién de E6 y E7 o estabilizar sus transcritos, lo que aumentaria su nivel de
expresion y potencial oncogénico (Vinokurova et al., 2008). En lesiones pre cancerosas y
cancer se ha encontrado que los lugares de integracion se ubican en sitios de transcripcion
activa y de fragilidad cromosomal, aun cuando esto no parece ser el mecanismo esencial en la

carcinogeénesis (Vinokurova et al., 2008).



Los genotipos 16 y 18 presentes en cancer cervical, se encuentran integrados al genoma de la
célula hospedadora en un alto porcentaje comparado con una baja frecuencia en lesiones pre

cancerosas de alto grado y muy rara vez en lesiones tempranas (Vinokurova et al., 2008).

Se piensa que la integracion del genoma viral es una consecuencia de la inestabilidad
cromosomal producida por la expresion de oncogenes virales en células del epitelio basal en
replicacion y no la causa de ello, por ejemplo los oncogenes de los genotipos 16, 18 y 45
pueden causar mayor inestabilidad que los genotipos 31 y 33. Adicionalmente, es importante
tomar en cuenta que la integracion no siempre esta asociada con el desarrollo de céncer

(Vinokurova et al., 2008).

1.4 Patogénesis

1.4.1 Rol del VPH en carcinogénesis

De manera general, el cancer asociado a VPH tiene relacion con la integracion del virus, que
causa la sobre expresion de los oncogenes E6 y E7 y la interrupcion de genes celulares. Sin
embargo, la transformacion celular y el desarrollo de neoplasias pueden darse en ausencia de
integracion (Kramer, Kretzschma, & Krickberg, 2010). Se estima que la relacion del
papilomavirus humano vy el desarrollo de cancer es mayor a 99,7% (Krdmer, Kretzschma, &

Krickberg, 2010).

La expresion de los genes virales es inhibida en las células basales infectadas, de forma que el
virus se mantiene en ellas sin replicarse, permitiendo la diferenciacién celular y pérdida

posterior de la capacidad de dividirse (Alonso & Lazcano, 2005). Los genotipos de alto riesgo



promueven la proliferacion de keratinocitos e inducen la resistencia a los estimulos de

diferenciacion (Mahy & Marc, 2010).

Por otro lado, los genes E6 y E7 codifican proteinas que inactivan genes supresores de
tumores y modulan la regulacion del ciclo celular. E6 activa la subunidad catalitica de la
telomerasa como un paso importante para la inmortalizacion celular. Las proteinas E6 y E7
inducen efectos en la inestabilidad cromosomal, mitésis y aneuploidias que contribuiran con el
desarrollo de tumores. Las proteinas E6 y E7 de genotipos de bajo riesgo tienen menor
afinidad por las proteinas celulares y bajo potencial de transformacion celular (Mahy & Marc,
2010; Mok et al., 2009). Aun cuando no se sabe con certeza los cambios en la expresion
génica de la celula hospedadora se encontré que en infecciones con los genotipos 31 y 11, los
genomas virales permanecieron de forma episomal, sin embargo 11 de los genes de respuesta
a Interferon (IFN, proteina del sistema inmunitario) disminuyeron su expresion. De igual
forma en un estudio donde se infectaron keratinocitos con retrovirus que portaban las
secuencias de E6 y E7 del genotipo 16 se demostrd una reduccién en la expresion de estos
genes. Por lo tanto, los cambios en la expresion génica podrian depender tanto del estado
fisico del genoma viral como del grado de diferenciacion de los keratinocitos infectados,
detectdndose mayores cambios en células en proceso diferenciacion que en aquellas en

proliferacion (Alazawi et al., 2002).

Existen diferentes proteinas que controlan el ciclo celular, una de ellas es Rb, que inhibe la
actividad de E2F deteniendo el ciclo en fase G1. De forma normal a medida que la célula
recibe sefiales de mitdgenos, Rb es fosforilada liberando a E2F permitiendo asi que la célula

entre en fase S, como se ilustra en la Figura 7 (Berk & Lodish, 2005). De igual forma, la
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proteina p53 (supresora de tumores) incrementa su expresion cuando hay un dafio en el ADN
y detiene el ciclo celular en G1 hasta que se repare el dafio, y en caso de no lograrse esta

reparacion, inhibe al gen bcl-2, que es un represor de la apoptosis (Maldonado, 2002).

La proteina E7 del virus inactiva y promueve la degradacion de Rb en el proteosoma ademas
interactla con la ciclina A (involucrada en la fase S y transicion de las fases G2 a M del ciclo
celular) y p107 (proteina relacionada con Rb capaz de inhibir a E2F), lo que conduce a una
falta de control en la proliferacion celular. Asimismo, la proteina E6 se une a la proteina p53
propiciando su degradacion con consecuencias similares a las producidas por la degradacion

de Rb en el ciclo celular (Alonso & Lazcano, 2005; Mok et al., 2009).

La sobreexpresion de los genes E6 y E7 en lesiones de alto grado se puede deber a la pérdida
del gen E2, que interviene en la regulacion transcripcional de genes virales. De igual forma, en
la mayoria de lesiones de alto grado el genoma viral estd integrado desencadenando una
expresion descontrolada de E6 y E7 y proliferacion del virus (Alonso & Lazcano, 2005). Por
el contrario, en las lesiones de bajo grado, las células presentan coilocitos, el genoma viral se
mantiene de forma episomal y la proteina E2 esta intacta (Alonso & Lazcano, 2005). Factores
adicionales como predisposicion genética y exposicién a elementos mutadgenos pueden

contribuir al desarrollo de cancer (Alonso & Lazcano, 2005).

A pesar del alto porcentaje de mujeres infectadas con VPH a nivel mundial, un pequefio grupo
desarrollan una infeccion persistente que puede progresar a lesiones neoplasicas
intraepiteliales cervicales (NIC) de diferente grado o cancer (Ferenczy & Franco, 2002). Esta
progresion depende tanto de las caracteristicas genéticas e inmunitarias del hospedador como

del genotipo viral causante de la infeccion (Wang & Hildesheim, 2003).
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1.4.2 Manifestaciones patolégicas

La mayoria de infecciones por VPH son asintomaticas y temporales, se estima que el 70% de
infecciones nuevas se resuelven de forma esponténea en el transcurso de 1 afio y 90% en el
transcurso de 2 afios. Sin embargo, en algunos casos la infeccion persiste, pasa por diferentes
tipos de lesion y en un periodo de 12 a 15 afios se desarrolla cancer cervical (Steben & Duarte-

Franco, 2007).

Se debe considerar que aun cuando un alto de porcentaje de las infecciones nuevas de VPH se
autoresuelven en un periodo de maximo 2 afios, la persistencia de 2 a 3 afios de la infeccion
por el mismo genotipo de VPH puede dar lugar al desarrollo de lesiones de alto grado y
posteriormente continuar su progreso hacia el desarrollo de cancer (Steben & Duarte-Franco,
2007). Esta asociacion es mas fuerte en infecciones con genotipos de alto riesgo (Kjaer et al.,

2002).

En el cuello del Utero pueden desarrollarse diferentes tipos de lesiones y tumores, descritos a

continuacion:

a) Lesiones escamosas intraepiteliales (LEI).- Involucran la proliferacion de células
anormales, sin polaridad celular ni maduracion del citoplasma, se clasifican de acuerdo a
la proporcidn en que se encuentren estas células con respecto a células normales.

b) Polipos endocervicales.- Son tumores benignos formados por tejido conectivo.

c) Neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC).- este tipo de neoplasias son causadas de

forma general por la infeccion con genotipos de papiloma virus de alto riesgo. Se
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presentan, principalmente en mujeres entre 20 y 30 afios de edad. EI desarrollo de cancer

a partir de una NIC tarda en promedio 12 afios (Mitchell et al., 2007).

Basado en la proporcion de epitelio ocupado por células de tipo basal no diferenciadas

las NICs se clasifican en:

NIC I.- Se caracteriza por la presencia de células superficiales atipicas y la maduracion
epitelial en las diferentes capas se mantiene (Mitchell et al., 2007). Ademas existe
hiperplasia del tejido, engrosamiento de las capas basales y parabasales, se observan
coilocitos y células superficiales con alargamiento del nlcleo y una zona perinuclear

clara (Von Knebel & Wentzensen, 2007).

NIC Il.- Caracterizada por la presencia de células atipicas en las capas superficial y
basal asi como disminucion en la maduracién del epitelio (Mitchell et al., 2007). Las
caracteristicas nucleares atipicas son mas notorias y las células inmaduras en divisién
se ubican sobre la mitad del primer tercio del epitelio donde ya inicia la maduracion

celular (Von Knebel & Wentzensen, 2007).

NIC I11.- Se define por la presencia de células atipicas en todas las capas celulares y no
se observa maduracion celular (Mitchell et al., 2007). Se visualiza un reemplazo de
celulas inmaduras en los dos tercios inferiores del epitelio (Von Knebel &

Wentzensen, 2007).

d) Carcinoma in situ.- Se observa crecimiento desmedido de células del epitelio escamoso
estratificado, todo el epitelio se encuentra sustituido por células inmaduras con nicleo

anormales (Von Knebel & Wentzensen, 2007).
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e) Carcinoma invasor.- Las células anormales se extienden mas alla del cérvix (Mitchell et

al., 2007).

Para unificar la terminologia de citologia correspondiente a lesiones en cuello uterino usada
hasta 1988, se cre6 la nomenclatura Bethesda en la cual una lesion escamosa intraepitelial de
bajo grado (LEIBG o LSIL en inglés) corresponde a una NIC I. Del 60 al 80% de este tipo de
lesiones presentan regresion espontanea en aproximadamente 2 afios, un 25% persisten, del 10

al 15% progresan a lesiones de alto grado y el 1% a cancer (Alonso & Lazcano, 2005).

Asimismo, las lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado (LEIAG o HSIL en inglés)
involucran la proliferacién de células parabasales atipicas, cuando la proliferacién involucra a
2/3 del total de la zona epitelial corresponde a una NIC II, y si es total, excepto en la zona

superficial, se trata de una NIC Il (Sellors & Sankaranarayanan, 2003).

15 Epidemiologia del VPH

Los datos mundiales indican una prevalencia de VPH (11,4%) en mujeres con citologia
normal (WHO/ICO Information Centre on HPV and Cervical Cancer, 2010). De igual forma,
se ha encontrado el virus en diferentes mucosas como cérvix, vulva, vagina, ano y orofaringe
de mujeres y hombres sobre todo en edades comprendidas entre los 20 y 30 afios (Burchell et

al., 2006).

Se ha establecido que existe una relacion importante entre el virus de papiloma humano (VPH)

y diferentes tipos de cancer, entre los que se encuentran cancer de cuello uterino, pene, vagina,
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boca, entre otros. EI mayor nimero de casos de cancer atribuibles a infecciones por VPH son

los de cuello uterino (Tabla 3) (Parkin & Bray, 2006).

En Sudamérica, la incidencia del cancer de cuello uterino se ubica en el segundo lugar y
representa el 24,6% del total de casos. Ademas, como se puede observar en la Figura 8, la
edad promedio para la incidencia es menor a 30 afios en Ecuador, Colombia y Brasil y menor
de 56.3 para Venezuela, Peru y Bolivia. De esta forma, constituye la segunda causa de muerte
en mujeres de todo rango de edad y la primera en mujeres jovenes (15 a 44 afios) (WHO/ICO

Information Centre on HPV and Cervical Cancer, 2010).

La distribucion de los diferentes genotipos de VPH, puede variar de acuerdo a la situacion
geografica y poblacion, asi como el tipo de lesion presente en el cuello uterino. De acuerdo a
la OMS, los tres genotipos con mayor prevalencia a nivel mundial son 16, 51 y 31 en lesiones
de bajo grado, 16, 31 y 58 en lesiones de alto grado y 16, 18 y 58 en casos de cancer
escamocelular. Es importante mencionar que existen discrepancias en cuanto a estos datos,
como los publicados en el estudio de Schiffman et al. (2007) donde el genotipo 33 ocupa el
tercer lugar y el 58 el quinto. Por otro lado, los datos de Sudamérica muestran que los
genotipos 16, 11, 6 tienen una mayor prevalencia en lesiones de bajo grado, mientras que 16,
51y 18 en lesiones de alto grado y los genotipos 16, 18 y 31 en casos de cancer escamocelular

(World Health Organization, 2007).

En lo que respecta al Ecuador, no se dispone de datos publicados por la OMS sobre la
prevalencia e incidencia de VPH. Sin embargo, algunas investigaciones realizadas por
diferentes grupos revelan diferentes hallazgos en los genotipos de alto riesgo méas prevalentes.

En un estudio realizado con cepillados cervicales en mujeres mayores a 18 afios que asistian a
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consulta en SOLCA de Santa Elena, los genotipos de alto riesgo de mayor prevalencia
encontrados fueron 16, 52, 31, 39, 58 y 59, y de bajo riesgo 71 y 62 (Brown et al., 2009). En
otro estudio realizado por el Instituto de Colposcopia e Histeroscopia en Quito en muestras
parafinadas con diagndstico de cervicitis cronica, NIC I, 1l y 111, se encontrd que los genotipos
con mayor frecuencia fueron 16, 81, 31, 53, 56 y 58, de los cuales el genotipo 16 era el mas

comun en condiciones neoplésicas como no-neoplésicas (Tornesello et al., 2008).

Por otro lado, en un estudio realizado en SOLCA Cuenca se encontrd que los genotipos con
mayor prevalencia en células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASCUS) a
partir de muestras parafinadas fueron 16 (19.23%) y 52 (15.38%) seguidos con un porcentaje
igual de los genotipos 43, 56 y 68 (11.54%) (Picén et al., 2006). Asimismo en un estudio de
lesiones anogenitales a partir de cepillados cervicales, biopsias y tejido parafinado se encontr6
que los genotipos mas comunes fueron 6, 66, 16, 31 y 44 (Gonzélez-Andrade & Sanchez,

2009).

En resumen, los datos ecuatorianos no guardan concordancia entre si y se obtuvieron a partir
de estudios realizados en poblaciones con diagnostico definido que no muestran cifras reales

de la prevalencia e incidencia de los genotipos circulantes en la poblacion.

1.6 Tratamiento y Prevencion

El tratamiento que se da a los diferentes tipos de lesiones se basa en diferentes guias
publicadas a nivel internacional por la Sociedad para las Enfermedades del Tracto Genital
Bajo (ASCCP). A continuacién se muestran algunos de los algoritmos que sirven para

determinar el procedimiento a seguir en cada caso.
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1.6.1 Manejo de mujeres con diagnostico histolégico de NIC | precedido por ASCUS,

ASCH o LSIL

Continuar sin
el tratamiento
Citologia: cada 6
y 12 meses o

Prueba VPH: cada
12 meses

l

2 veces Citologia
Negativa 0 1 Prueba
VPH negativa

i

Chequeo citolégico
de rutina

(ASCCP, 2007)

ASC o VPH

positivo

|

Colposcopia

\ 4

No NIC NIC 2

NIC 1

v
Manejo por las
guias del
ASCCP

!

Persistencia
minima de 2 afos

Continuar con
chequeos o tratar
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1.6.2 Manejo de mujeres con diagndstico con neoplasia intraepitelial cervical (NIC I, 111)
Colposcopia Colposcopia Insatisfactoria
Satisfactoria o NIC 2, 3 recurrente
Excision o Procedimiento de
Ablacion de la diagnéstico
zona T excisional

v v

| ° l

Citologia: ¢/6 meses Pruebas de ADN para
o Citologia y VPH: 6 0 12 meses
Colposcopia: ¢/6 meses después del tratamiento
9l mayor genotipos de alto riesgo  genotipos ade alto riesgo
Chequeo rutinario Chequeo rutinario
minimo por 20 afios minimo por 20 afios

Colposcopia

(ASCCP, 2007)

El manejo en el hospital SOLCA Quito varia acorde a las condiciones de cada caso, pero se
intenta mantener los esquemas aqui mostrados. En casos con diagnostico de Carcinoma in situ,
0 invasor se remite a los pacientes al area de oncologia para su tratamiento (Leopoldo Tinoco,

comunicacion personal, Octubre 14, 2011).

Por otro lado, el desarrollo de vacunas para prevenir las infecciones por VPH en el tracto
genital ha sido dificil tanto por la gran cantidad de genotipos que existen como debido a que la
inmunoglobulina A (IgA), es la principal linea de defensa en mucosas y su produccion es
inducida solo de manera temporal, por lo que seria necesario una administracion repetida de la

vacuna para mantener la inmunidad en un nivel efectivo (Institute, n. f.).
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Actualmente, en el mercado existen dos vacunas, una de ellas es Gardasil® producida por
Merck & Co., que protege contra la infeccion de los genotipos 16, 18, 6 y 11, y previene
displasias cervicales de alto grado (NIC 2 y 3), lesiones displasicas vulvares de alto grado
(VIN 2 y 3) y verrugas genitales (Bronchud et al., 2008). La otra vacuna es Cervarix® de
GlaxoSmithKIeine, contra los genotipos 16 y 18. Tanto Gardasil® como Cervarix® requieren
3 dosis de aplicacion en intervalos de 6 meses, y han sido aprobadas para su uso en mujeres y

hombres entre 9 y 26 afios (Institute, n. f.).

1.7 Diagnostico
Para el diagndstico de infecciones causadas por VPH existen algunas pruebas aprobadas por la

F. D. A. (Food and Drug Administration) de Estados Unidos, entre éstas se encuentran:

a) Digene Hybrid Capture 2 High-Risk HPV DNA Test: es una prueba del grupo
QIAGEN para laboratorio aprobada en el 2003 y usada para mostrar la presencia de
ADN de VPH en muestras de papanicolau. Utiliza sondas para varios tipos de VPH de
alto riesgo y anticuerpos que reconocen estas sondas para determinar si la muestra es
positiva 0 no para genotipos de alto riesgo de VPH (FDA, Digene Hybrid Capture 2
High-Risk HPV DNA Test - P890064 S009 A004, 2009).

b) EI ThinPrep® Pap Test: es una prueba de Cytyc Corporation de papanicolau liquido
aprobada en el 2007 para VPH, Chlamydia y Gonorrhea (Hologic, 2010).

c) Cervista ™ HPV 16/18: es una prueba de Third Wave Technologies aprobada en el
2009 que identifica los genotipos VPH-16 y VPH-18 en muestras cervicales. Requiere

el aislamiento del ADN de un raspado cervical a partir del cual se reconocera los
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genotipos de VPH mediante sondas especificas (FDA, Cervista™ HPV 16/18 -
P080015, 2009).

d) COBAS AMPLICOR™ marca de Roche Diagnostics Corporation: es un Kit para
detectar 14 genotipos de VPH de alto riesgo junto con un control interno de B-globina.
Esta prueba utiliza PCR para amplificar la secuencia blanco y posterior a esto usa
hibridacion para la deteccion de los genotipos (Roche, 2012).

e) Linear Array ® HPV Genotyping Test: es una prueba de Roche capaz de detectar 37
genotipos de VPH de bajo y alto riesgo, utiliza PCR e hibridacién para los 37

genotipos, aun no ha sido aprobada por la FDA ( Roche Molecular Systems Inc, 2012).

En el presente trabajo se determiné la presencia de VPH y su genotipificacion en biopsias de
cuello uterino con lesiones intraepiteliales de alto grado y cancer colectadas entre los meses de
Octubre y Diciembre del 2011 en el hospital SOLCA Quito. Ademé&s se caracterizd los
genotipos presentes en las muestras para analizar prevalencias de cada genotipo y se busco

posibles relaciones entre genotipos y lesiones cervicales.

2. Justificacion

El cancer cervical, uno de los mas comunes en paises en vias de desarrollo, constituye la
segunda causa de muerte en mujeres a nivel mundial (Berumen et al., 2001; Chen, Desalle,
Schiffman, Herrero, & Burk, 2009). El principal factor de riesgo del cancer cervical y de
lesiones precancerosas es la infeccion con tipos especificos de virus de papiloma humano

(VPH) (Chen, Terai, Fu, Herrero, & Burk, 2005; Yamada et al., 1995; Berumen et al., 2001).
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En el 2008, el cancer de cuello uterino constituyd el 9% del total de los casos nuevos de
cancer y el 8% de del total de muertes por cancer en mujeres, de éstos mas del 85% de casos
pertenecieron a paises en vias de desarrollo. La elevada incidencia en estos paises se debe
principalmente a la falta de chequeos periodicos por parte de la poblacion que permitan la
deteccion de lesiones precancerosas y estadios iniciales de cancer cervical. Es asi como la
deteccion temprana del VPH en mujeres de una zona rural de la India, logro reducir al 50% el

riesgo de desarrollar cancer cervical y muerte (Jemal et al., 2011).

A nivel mundial, la mayoria de los casos de cancer cervical reportados estan asociados con los
genotipos VPH-16 y 18 (Chen, Desalle, Schiffman, Herrero, & Burk, 2009; Xi et al., 2006; De
Boer et al., 2005; Monroya et al., 2010; Pande et al., 2008). Dada la importancia de esta
enfermedad en la salud publica de nuestro pais, es preciso realizar un estudio de prevalencia
de la infeccion de VPH en la poblacion ecuatoriana. Como punto de partida se plantea la
realizacion de un estudio piloto de los genotipos presentes en biopsias de lesiones de alto
grado y cancer en mujeres que acuden al servicio de Colposcopia de SOLCA nucleo Quito.
Los resultados de este estudio van a permitir establecer la relacion entre la infeccién con
determinados genotipos de VPH y el tipo de lesién encontrada ¢ céancer cervical en la
poblacion de estudio. De esta manera, se podra plantear los parametros de un proyecto a largo
plazo, asi como inferir si la vacunacion brinda una proteccion efectiva contra los genotipos

circulantes en nuestro pais.
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3. Objetivos:

3.1 Objetivo General:
e Caracterizar el virus de papiloma humano en biopsias de lesiones cervicales de alto
grado y cancer en pacientes que se realizaron evaluaciones ginecoldgicas en el
Consultorio N#3 de SOLCA nucleo Quito entre los meses de Octubre y Diciembre del

afio 2011.

3.2 Objetivos especificos:

Detectar la infeccion de VPH a través de la amplificacion del gen que codifica la

proteina mayor de la capside (L1) del virus.

o Identificar los genotipos presentes en muestras positivas y negativas para L1, basado
en el polimorfismo de los genes E6-E7 de 18 genotipos.

e Determinar los genotipos de mayor prevalencia en las muestras analizadas.

o Realizar andlisis estadisticos que permitan determinar la relacion entre la infeccion con

VVPH y el tipo de lesion encontrada.

4. Area de Estudio

Las muestras de lesiones cervicales utilizadas para este estudio fueron tomadas en el
Consultorio #3 de Colposcopia del hospital SOLCA Quito entre Octubre y Diciembre del afio
2011. La extraccion de ADN de las mismas, asi como su analisis molecular se llevo a cabo en
el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito (Colegio de

Ciencias Bioldgicas y Ambientales), Cumbaya - Ecuador.
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5. Materiales

5.1 Muestras

Basado en el resultado del examen citolégico previamente realizado a las pacientes que

acudian al consultorio de Colposcopia #3 del hospital SOLCA Quito, se tomaron muestras de

tejido de lesiones de alto grado (NIC 11y I11) y cancer de cuello uterino.

5.2 Extraccion de ADN

CTAB Merck®

Etanol Merck®

PBS (NaCl, Merck®, KCI Merck®, KH,PO4 Merck®, Na,HPO, J. T. Barker®)
Acetato de Sodio 3M(CH3COONa Merck®)

Buffer TE (Ultrapure™ EDTA Invitrogen, Ultrapure™ Tris Invitrogen)
Cloroformo Reactivos H.V.O

Alcohol isoamilico Merck®

Bafio Maria Shel LAB®

Microcentrifuga Eppendorf®

5.3 Amplificacion de ADN

Go Tag Promega®

Ultra Pure distilled water DNAse, RNAse free GIFCO®

Primers My09-My11, GP-E6-3F, GP-E6-5B, GP-E6-6B, y especificos para los
genotipos 16, 18, 31 59, 45, 33, 6/11, 56, 58, 52, 35, 42, 43, 44, 68, 39, 51 y 66

Mastercycler gradient Eppendorf®
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e PTC-100™ Programmable Thermal Controller MJ Research Inc.

e Termociclador T-Personal Combi Biometra ®

5.4 Electroforesis de ADN

Agarosa Invitrogen®
e Trackit 100bp Invitrogen®
e Camara de Electoforesis CBS® Electrophoresis System

e Fotocumentador Kodak® Electrophoresis documentation and analysis system (EDAS)

290

5.5 Anaélisis Estadistico

e Paquete estadistico SPSS ®

6. Métodos

6.1 Recoleccion de muestras
Previa a la realizacion del proyecto se cont6 con la aprobacién del Departamento de Docencia
de SOLCA nucleo de Quito y del Comité de Bioética de la USFQ para la realizacion de esta

investigacion (ver informacion suplementaria).

Las muestras fueron tomadas a partir de biopsias 0 conizaciones que se realizaba a las
pacientes como parte del tamizaje de las citologias que se realizan. La seleccion de muestras

se realizd basado en el resultado del papanicolau, incluyendo en el estudio Unicamente las
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muestras con diagndéstico presuntivo de NIC 11y IlI, cancer (CA) in situ y CA invasor (Tabla

4).

De las muestras seleccionadas, una parte de tejido de exocervix fue enviada al Laboratorio de
Histopatologia Anatomica de SOLCA para obtener el diagnostico definitivo y la otra parte fue
conservada en alcohol al 100% para realizar el estudio en el Laboratorio de Microbiologia de

la USFQ.

6.2 Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN a partir del tejido se llevo a cabo un protocolo de dos dias de
duracion. Durante el primer dia se cortd y macero el tejido, se lo lavé con 1mL de PBS 1X y
centrifug6 por 5min a 3000rpm. Después se descarto el PBS y se repitié el lavado con PBS
con el objetivo de eliminar la sangre asociada a la muestra. A continuacién se afiadié 700uL
de CTAB e incubd en bafio maria a 65°C por 2 horas. Luego se adicion6 700uL de cloroformo
. alcohol isoamilico (24:1), se mezcld por inversion y se centrifugd por 5 min a 13000rpm,
para finalmente recuperar 700uL del sobrenadante que se colocaron en un microtubo nuevo
junto con 700uL de etanol absoluto (100%) (a temperatura de hielo) y 50uL de acetato de

sodio, esta mezcla se dejé a 4°C toda la noche.

En el segundo dia se centrifug6 por 10min a 13000rpm, luego de descartar el sobrenadante, se
colocd 1000uL de etanol al 75% y se mezcld por inversion. Posteriormente se centrifugo por
10min a 13000rpm, nuevamente se descartd el sobrenadante y se dejo evaporar los residuos de
alcohol a temperatura ambiente para finalmente resuspender el ADN extraido en 50uL de TE

y almacenar a -20°C.
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6.3 Control Positivo de ADN
Una amplificacion de B-actina fue realizada en todas las muestras analizadas. EIl volumen

final de reaccion fue de 20l bajo las condiciones presentadas en el Anexo 1.

6.4 Deteccion de papiloma virus

Para la deteccion del virus en las muestras, se utilizaron primers especificos MY-09/MY-11
que amplifican un fragmento de 450 pb del gen L1 que codifica para una de las proteinas de la
capside viral (Manos et al., 1989). Todas las reacciones se ajustaron a un volumen final de 25

ul, y las condiciones se indican en el Anexo 2.

6.5 Genotipificacion

Para determinar el genotipo de VPH, se realiz una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
anidada mdltiple (Sotlar et al., 2004) en todas las muestras incluyendo las negativas para L1.
El primer paso consistio en la amplificacion de los genes E6 y E7 gracias a una combinacion
de tres sondas de secuencias consensuadas degenerativas (GP-E6-3F, GP-E6-5B y GP-E6-6B)
que amplificaron un fragmento de 630pb. Luego se llevé a cabo una segunda amplificacién
con sondas especificos para 18 genotipos organizados en 4 PCRs multiples o cocteles (Sotlar
et al., 2004) (Anexo 3y 4). Coctel 1 detecto los genotipos VPH-16, 18, 31, 59 y 45, Coctel 2
genotipos VPH-33, 6/11, 56, 58 y 52, Coctel 3 genotipos VPH-35, 42, 43 y 44 y Coctel 4
genotipos VPH-68, 39, 51 y 66. De esta manera, se realizaron un total de 5 PCRs por cada
muestra, las condiciones de cada reaccion y amplificacién se encuentran detalladas en el

Anexo 5.
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6.6 Electroforesis de ADN
Todos los productos de PCRs se corrieron en geles de agarosa al 2% que contenian 0.01% de
bromuro de etidio, a 80V por 1 hora. Ademas, se utilizaron estandares de tamafio Invitrogen®

de 100pb para determinar el tamafio de la banda de los productos amplificados.

6.7 Analisis Estadistico
Los datos obtenidos fueron analizados con el paquete estadistico SPSS®. Se realizaron

pruebas de frecuencias, tablas cruzadas y pruebas chi cuadrado.

7. Resultados

7.1 Recoleccion de muestras

De un total de 80 muestras colectadas, 17 presentaron cervicitis crénica o LIEAG NIC |
confirmado por el diagndstico histopatoldgico posterior que invalidd el diagndstico citoldgico
inicial, siendo el criterio considerado para la toma de muestras, por lo que no fueron incluidas
en el andlisis de los resultados aqui encontrados. Las 63 muestras restantes presentaron
diagnostico de NIC 11, NIC 1I, cancer in situ o cancer invasor (Tabla 4). Adicionalmente, por
solicitud del médico tratante y las pacientes se analizaron 4 muestras que correspondieron a:
cancer de vulva in situ (CAVU in situ), Neoplasia intraepitelial de vulva tipo Iy Il (VIN |y

VIN I1) y cancer invasor de lengua.

7.2 Control positivo de ADN

Todas las muestras (84) dieron amplificacion positiva para el gen de la B-actina.
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7.3 Deteccion de VPH

De las 63 muestras incluidas en el estudio, 66.7% fueron positivas para la amplificacion del
gen L1 del VPH. Al analizar la presencia del virus por lesion se encontré que los porcentajes
de muestras positivas por lesion fue para NIC Il 69,2%, NIC 11l 87,5%, CA in situ 93,8% y

CA invasor 100% (Tabla 5).

De las 21 muestras negativas para L1, posteriormente 61.9% fueron positivas para la prueba
de genotipificacion (Tabla 6), por lo que el total de muestras positivas para VPH fue de

87.3%.

Por otro lado, en las muestras excluidas del andlisis presentado en este estudio 70.6% fueron

positivas para la amplificacion de L1, y 2 fueron positivas a la genotipificacion.

7.4  Genotipificacion de VPH
Los tres genotipos de mayor frecuencia fueron VPH-58 (48.8%), 16 (31.7%) y 52 (18.5%),

como se puede ver en la Tabla 7.

La frecuencia de los genotipos encontrados con respecto al tipo de lesion se indica en las
Tablas 8-23. En resumen se encontrd que los genotipos 16, 52 y 58 estan presentes en cancer y
NIC IIl. Los genotipos 6/11, 43, 68 y 66 estan presentes en cancer, NIC 111 y NIC Il. Los
genotipos 18, 33 y 44 estan presentes Unicamente en NIC Ill. El genotipo 31 presente en
cancer y NIC Il. Los genotipos 59, 45 y 35 estan presentes en cancer in situ y los genotipos 56

y 39 estan presentes en LIEAG (NIC 11y NICIII).
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El porcentaje de coinfeccion con 2 genotipos fue del 27,8 % y con 3 genotipos del 9.3%
(Tabla 24). Todas las coinfecciones presentaron combinaciones Unicas de genotipos, con la

excepcioén de 2 casos (Tabla 25).

Ademas, los genotipos de mayor frecuencia VPH-58, VPH-16 y VPH-52 se encontraron junto
a otros genotipos virales (coinfeccion) en el 45%, 385% y 37,5% de los casos

respectivamente (Tablas 26, 27 y 28).

Finalmente, en las muestras negativas para la amplificacion de L1 se encontraron los
siguientes genotipos 16, 59, 58, 52, 52, 39 y 66 de alto riesgo y 6/11 y 43 de bajo riesgo
(Tabla 29). Una sola muestra positiva para L1 no pudo ser genotipificada por el método

utilizado, lo que indica que se trata de un genotipo diferente a los 18 analizados.

En cuanto a las muestras excluidas del andlisis estadistico los genotipos mas frecuentes fueron
VPH-43 seguido de VPH-6/11 y VPH-66, pero también se encontraron genotipos 58, 56, 35, y

39. Asimismo, se encontraron coinfecciones con 2 genotipos (1 caso), 3 (2 casos) y 4 (1 caso).

8. Discusion

8.1 Genotipificacion de VPH

Los resultados de la genotipificaciéon de VPH en muestras del Hospital de SOLCA-Quito
revelan que el genotipo méas frecuente en lesiones cancerosas y precancerosas fue el 58,
seguido del 16 y del 52, todos ellos considerados de alto riesgo. Estos datos discrepan con los
datos publicados a nivel mundial mencionados anteriormente, asi como los presentados por
estudios previos realizados en Ecuador donde el genotipo de mayor prevalencia en distintos

tipos de lesiones fue VPH-16 (Brown et al., 2009; Picon et al., 2006; Tornesello et al., 2008).
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A nivel mundial los genotipos 58 y 52 han sido menos asociados con carcinogénesis que los
genotipos 16 y 18 (An et al., 2003; Herrero et al., 2000; Lopez-Revilla, Martinez-Contreras, &
Sanchez-Garza, 2008). Sin embargo, reportes de Asia y el suroeste de Africa sefialan que el
genotipo 58 es uno de los mas frecuentes junto con 16 y 45 (Li et al., 2009; Clifford et al.,
2005; Clifford et al., 2003). Asimismo, se ha descrito a otros genotipos frecuentemente
asociados a cancer, por ejemplo el genotipo 31 en Europa, 33 en Centro y Sudamérica y 39,

51, 52, 59, 66 en América del Norte (Clifford et al., 2005; Clifford et al., 2003).

Por otro lado, de los 29 casos de monoinfecciones (un solo genotipo), 10 se encontraron en
CA in situ y el 60% de casos correspondid al genotipo 58, 5 casos de CA invasor (2 casos de
VPH genotipos 16 y 58). También se encontrd infecciones Unicas con genotipos de bajo
riesgo, el genotipo VPH-6/11 en 3 casos de LIEAG NIC Ill y en un caso de LIEAG NIC Il y
para el genotipo VPH-43 un caso de LIEAG NIC Ill. La presencia de VPH-6/11 en una
monoinfeccion en muestras con citologia anormal ha sido reportada en otras ocasiones como

en el estudio de Panotopoulou et al. (2007).

En cuanto a coinfecciones, se hall6 que un 37.1% de muestras contenia mas de un genotipo de
VPH, lo cual no conlleva mayor riesgo de cancer (Giorgi Rossi et al., 2011; Herrero et al.,
2000). El método de genotipificacion utilizado permitié encontrar coinfecciones de hasta 4
genotipos y se han reportado coinfecciones con hasta 6 genotipos en muestras con citologia

normal (Méndez et al., 2005) y con 7 genotipos en una NIC | (Conesa-Zamora et al., 2009).

Ademas, se encontré que las combinaciones de genotipos en las coinfeciones son muy
diversas en la mayoria de casos, lo cual corrobora el estudio de Thomas et al. (2000), donde

no existe una asociacion predeterminada entre genotipos, ni mayor probabilidad de encontrar
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juntos a ciertos genotipos que a otros. En un estudio a largo plazo en pacientes con citologia
normal realizado en Colombia se encontrd que las coinfecciones se daban tanto con genotipos
clasificados dentro del mismo grupo filogenético A7 (genotipos 18, 39, 45, 59, 68) y A9
(genotipos 16, 33, 35, 52, 58) (De Villiers et al., 2004) como con genotipos perteneciente a
diferentes grupos. Sin embargo, se encontrd0 que existe una mayor tendencia en las
coinfecciones con genotipos de VPH pertenecientes a diferentes grupos filogenéticos (Méndez
et al., 2005), resultados similares a los hallados en este estudio. Ademas, de acuerdo a Méndez
et al. (2005) ciertos genotipos podrian aumentar la probabilidad de infeccion con otro, por
ejemplo una infeccion previa con genotipo 16 incrementd la probabilidad de una infeccidn

posterior con genotipo 58.

Al tener una alta prevalencia del genotipo 58 en nuestra poblacion de estudio, se podria pensar
que la vacunacidn reduciria la infeccién con el genotipo VPH-16 y por ende la posibilidad de
una infeccion posterior por el genotipo VPH-58, mas no debido a una proteccién cruzada de la
vacuna, ya que si se ha encontrado la existencia de proteccién cruzada parcial para los
genotipos VPH-31 y 45 pero casi nula para VPH-33, 52 y 58 (Monie, Hung, Roden, & Wu,

2008).

En cuanto a los cuatro casos adicionales, la muestra con cancer invasor de lengua fue positiva
para los genotipos VPH-6/11 y 68. La asociacidn entre cancer de lengua y VPH ya ha sido
descrita por algunos estudios, principalmente asociado a los genotipos 16 y 18 (Shiboski,
Schmidt, & Richard, 2005; Jemal et al., 2011). Se considera que entre el 15y 20% de cancer
en cabeza y cuello (entre los que se incluyen los de lengua) se encuentra asociado el virus de

papiloma humano (WHO/ICO Information Centre on HPV and Cervical Cancer, 2010).
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Asimismo en las lesiones de vulva 2 de las 3 muestras fueron positivas para VPH-16. Se
estima que la prevalencia de VPH en cancer de vulva es de 40.5% y de 76% en neoplasia

intraepitelial de vulva (WHO/ICO Information Centre on HPV and Cervical Cancer, 2010).

Una limitante en este trabajo fue el nimero reducido de muestras (n=63) por lo que la
determinacion de Odds Ratio y riesgo relativo (asociacion de un genotipo y tipo de lesion) no

tuvieron significancia estadistica (p<0.05).

8.2 Deteccion de VPH

Se obtuvo un alto porcentaje (87.3%) de muestras infectadas con virus de papiloma humano.
El andlisis por tipo de lesidn indica que el 96.2% de casos con cancer y el 81.1% de lesiones
de alto grado (LIEAG) fueron positivas para VPH. Las cifras encontradas son mayores a los
datos reportados por la OMS, 70.9% en casos de cancer y 51.1% en LIEAG (WHO/ICO

Information Centre on HPV and Cervical Cancer, 2010).

Por otro lado, los resultados son comparables a los datos publicados en un estudio realizado en
Costa Rica donde se encontr6 88% en cancer y 89% en LIEAG (Herrero et al., 2000). Esta
mayor concordancia con nuestro estudio puede deberse a que el estudio de Costa Rica fue
realizado en una poblacién rural, que en su mayoria no accede a chequeos ginecoldgicos
periddicos ni a exdmenes de deteccion de VPH, situacion similar a la mayoria de pacientes que

formaron parte de nuestra poblacion de estudio.

El andlisis de las muestras negativas para la amplificacion del gen L1 del VPH indica que el

61,9% de estas muestras fue positivo para la prueba de genotipificacion. Esto puede deberse a
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la fragmentacion del gen L1 durante la integracion del virus dentro del genoma de las células
hospedadoras (De Villiers, 1992; Shikova et al., 2009). Otra explicacion que justifica este
hallazgo podria ser que existe una alta variacion de las secuencias de L1 que dificulta el
alineamiento de los primers My-09 y My-11 (Lee et al., 2009). Adicionalmente, existen
reportes que demuestran que la amplificacion de L1 en determinados genotipos no es muy
eficaz como en el caso del genotipo 59 (Qu et al., 1997), y del genotipo 43 (Speich et al.,
2004). Dentro de las muestras negativas para L1 se encontraron tanto genotipos de alto riesgo
(16, 59, 58, 52, 39 y 66) como de bajo riesgo (6/11 y 43), lo que confirma que existen factores
adicionales a la integracion viral que dificultan la amplificacion del gen L1 y seria interesante
profundizar el estudio a este nivel para identificar las variables que intervienen en la deteccion

del VVPH de alto y bajo riesgo.

Mediante este estudio se reafirma la importancia de llevar a cabo trabajos similares en nuestro
medio, tanto para incrementar el conocimiento de la situacion de diversas enfermedades como
para su posible prevencién y control. Los resultados expuestos en este trabajo como un alto
porcentaje de muestras positivas para infeccion de VPH en lesiones intraepiteliales de alto
grado y céncer, mayor prevalencia de genotipo VPH-58 y un elevado porcentaje de
coinfecciones permiten tener un punto de partida para emprender estudios a largo plazo cuyos
resultados puedan ser empleados en el desarrollo de programas de salud acordes a nuestra

realidad.
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9. Conclusiones

En concordancia con la literatura, se encontrd6 mayor prevalencia de genotipos de alto riesgo
de papiloma virus en la poblacion de estudio, en comparacion con la presencia de genotipos de
bajo riesgo. Los genotipos encontrados con mayor frecuencia en LIEAG NIC Il, LIEAG NIC
I1l, CA in situ y CA invasor fueron VPH-58, 16 y 52, todos pertenecientes al grupo de alto

riesgo.

En la poblacion de estudio se encontré un porcentaje de coinfecciones de genotipos de
papiloma virus correspondiente al 37.1%, que abarca muestras con 2 y 3 genotipos diferentes
en una misma lesion. Las combinaciones de genotipos presentes en coinfecciones no fueron
Unicas, es asi como se encontraron 13 combinaciones diferentes con 2 genotipos y 5 con 3

genotipos.

La amplificacion del gen L1, que codifica para la proteina mayor de la capside viral, resultd
ser eficiente en un 66.7% para la deteccion de VPH. Para incrementar la sensibilidad es
necesario complementar con la busqueda de otras regiones conservadas del virus, por ejemplo
se pueden utilizar primers Gp5+/Gp6+ de una region del gen L1 o primers E6/E7 de una zona

entre los dos oncogenes (Bartlett & Roulston, 2004).

Los resultados de este estudio apoyan la implementacion del diagnéstico de VPH en el
Ecuador como una medida de control y prevencion del cancer de cérvix y otros 6rganos junto
a la vigilancia del paciente infectado. Ademas la importancia de un manejo adecuado de

acuerdo a los lineamientos internacionales para cada caso por parte de los médicos tratantes.

En base a todo lo analizado, se puede concluir que la utilidad de una prueba de VPH para
diagndstico justifica su costo, al evitar tratamientos posteriores mas costosos y el impacto

social del cancer en mujeres jovenes.
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10. Recomendaciones

Es necesario realizar un estudio prospectivo a largo plazo para tener datos reales de los
genotipos circulantes en la poblacion. Ademas, seria muy interesante realizar un estudio de
variantes intratipo de los genotipos de mayor prevalencia (58, 16 y 52) encontrados en este

trabajo.

De igual forma, seria atil analizar en todas las muestras, sobre todo en las negativas para la
amplificacion del gen L1, si el genoma viral se encuentra integrado en el de las células
hospedadoras, para lo cual se debe trabajar en la estandarizacion de métodos de laboratorio. Al

igual que la genotipificacion de la muestra cuyo genotipo no corresponde a los 18 analizados.

Junto al estudio de caracteristicas de los virus deberian estudiarse los determinantes del
hospedador e incurrir en un estudio sobre las interacciones de éste y los genotipos virales, para
entender otros factores involucrados en la persistencia del virus y su evolucion hacia el

desarrollo de cancer.
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12.Tablas

Tabla 1 Clasificacién de los genotipos de papilomavirus en 5 supergrupos en base a su relacién
filogenética. Modificado de McCance, 2009.

Supergrupos

Grupo A B C D E
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Tabla 2 Clasificacion de los genotipos de papillomavirus de acuerdo al tropismo de su infeccion,
oncogenicidad y enfermedades que causan. Modificado de Kramer, Kretzschma, & Krickberg, 2010.

Género Tejlcjo de Tipos de VPH Enfermedades
tropismo
16,18, 31, 33, 35, Intraepiteliales: neoplasia cervical
Alto riesgo 39, 45,51, 52, 56, cén?:er anogénitalpy cancer de ’
oncogenico 58, 59, %E; 68, 73, cabeza y cuello
Bajoriesgo | 6, 11,42, 44,51, Condilomatosis: acuminata,
o neoplasia intraepitelial, lesiones
oncogénico 53, 83
mucosas
Alfa Mucpso y 32, 42 Lesiones benignas (genitales y
cutaneo orales)
3,10, 28, 29, 78 Lesiones cutaneas mas frecuentes
que mucosas
61, 72, 81, 83, 84, 62, 86, 87, 89 Lesiones benignas de mucosas
2,27,57 Verrugas cutaneas comunes
13, 26, 30, 34, 54, 71, 74, 53, 67, 69, Lesién de mucosas
70, 85, 90, PcPV
7,40, 43,91 Lesiones de mucosas y cutneas
Beta Cutineo 5,8,9,12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, Asociado con epidermodisplasia
23, 25, 36, 37, 38, 47, 80, 49, 75, 76 verruciformis
Gamma Cutaneo 4 48’6‘20’ 60, Lesion cutanea
Mu Cutaneo 1 Verruga plantar
Nu Cuténeo 63 Verruga plantar

Tabla 3 Casos de cancer atribuibles a infecciones por VPH en el afio 2002 a nivel mundial en paises
desarrollados y en vias de desarrollo. Modificado de Parkin & Bray, 2006.

Paises desarrollados Paises en vias de desarrollo

Porcentaje Porcentaje Porcentaje

Sitio atribuiblea | Canceres | Atribuibles | respectoa | Cénceres | Atribuibles | respectoa
VPH totales aVPH todo totales aVPH todo

cancer cancer
Cérvix 100 83400 83400 1.7 409400 409400 7.0
Pene 40 5200 2100 0.0 21100 8400 0.1
Vulva, 40 18300 7300 0.1 21700 8700 0.1
vagina

Ano 90 14500 13100 0.3 15900 14300 0.2
Boca 3 91200 2700 0.1 183100 5500 0.1
Orofaringe 12 24400 2900 0.1 27700 3300 0.1
Total 5016100 111500 2.2 5827500 449600 7.7
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Tabla 4 Frecuencias de los diferentes tipos de lesiones de cuello uterino encontrados en muestras
colectadas en el Hospital Solca nucleo Quito de Octubre a Diciembre del afio 2011.

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulativo
CAin situ 16 19.3 19.3 19.3
CA invasor 10 12.0 12.0 31.3
CAVU in situ 1 1.2 325
CcC 5 6.0 38.6
LIEAG NIC Il 13 15.7 15.7 54.2
LIEAG NIC Il 24 28.9 28.9 83.1
LIEBG NIC | 12 14.5 14.5 97.6
VIN | 1.2 98.8
VIN 1l 1 1.2 100.0
Total 83 100.0 100.0

CA: cancer, CC: cervicitis cronica, LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado, NIC: Neoplasia
intraepitelial cervical, VIN: Neoplasia intraepitelial de vulva.

Tabla 5 Porcentaje de casos VPH positivos por tipo de lesidon presentes en muestras colectadas en el
Hospital SOLCA nucleo Quito de Octubre a Diciembre del afio 2011.

. L Numero de VPH .
Tipo de Lesion Casos POsitivos Porcentaje
LIEAG NIC II 13 9 69.23%
LIEAG NIC 11l 24 21 87.50%

CAinsitu 16 15 93.75%

CA invasor 10 10 100.00%

Total 63 55 87.3%

CA: cancer, CC: cervicitis cronica, LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado,
NIC: Neoplasia intraepitelial cervical
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Tabla 6 Frecuencias de los resultados de la amplificacion con los primers My09-My11 en las muestras

de lesiones cervicales.

Cumulative

Frequency Percent Valid Percent Percent
My negativo, Genotipo
detectado 13 206 206 206
My positivo, Genotipo 41 65.1 65.1 85.7
detectado
My positivo, Genotipo 1 1.6 1.6 87.3
no detectado
My negativo, Genotipo 8 12.7 12.7 100.0
no detectado
Total 63 100.0 100.0

Tabla 7 Frecuencias de los 18 genotipos analizados en las muestras colectadas, nimero de casos y

porcentajes respectivos.

Genotipo Casos Porcentaje
16 13 31.71%
18 2 4.88%
31 4 9.76%
59 2 4.88%
45 1 2.44%
33 1 2.44%

6/11 7 17.07%
58 20 48.78%
52 8 19.51%
56 1 2.44%
35 1 2.44%
42 0 0.00%
43 6 14.63%
44 1 2.44%
68 5 12.20%
39 2 4.88%
51 0 0.00%
66 5 12.20%

Total 79
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Tabla 8 Distribucion de los casos positivos para el genotipo de VPH-16 en los diferentes tipos de
lesiones estudiadas.

G16
_ negativo positivo Total
LESION CAinsitu 13 3 16
CAinvasor 6 4 10
LIEAG NIC I 11 2 13
LIEAG NIC Il 20 4 24
Total 50 13 63

CA: cancer, CC: cervicitis cronica, LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado,
NIC: Neoplasia intraepitelial cervical

Tabla 9 Distribucion de los casos positivos para el genotipo de VPH-18 en los diferentes tipos de
lesiones estudiadas.

G18
_ negativo positivo Total
LESION CAinsitu 16 0 16
CAinvasor 10 0 10
LIEAG NIC Il 13 0 13
LIEAG NIC Il 22 2 24
Total 61 2 63

CA: céncer, CC: cervicitis cronica, LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado,
NIC: Neoplasia intraepitelial cervical

Tabla 10 Distribucion de los casos positivos para el genotipo de VPH-31 en los diferentes tipos de
lesiones estudiadas.

G31
_ negativo positivo Total
LESION CAinsitu 14 2 16
CAinvasor 9 1 10
LIEAG NIC Il 12 1 13
LIEAG NIC 11l 24 0 24
Total 59 4 63

CA: cancer, CC: cervicitis cronica, LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado,
NIC: Neoplasia intraepitelial cervical



Tabla 11 Distribucién de los casos positivos para el genotipo de VPH- 59 en los diferentes tipos de
lesiones estudiadas.

G59
negativo positivo Total
LESION CAinsitu 14 2 16
CAinvasor 10 0 10
LIEAG NIC I 13 0 13
LIEAG NIC Il 24 0 24
Total 61 2 63

CA: cancer, CC: cervicitis cronica, LIEAG: Lesidn intraepitelial de alto grado,
NIC: Neoplasia intraepitelial cervical

Tabla 12 Distribucion de los casos positivos para el genotipo de VPH-45 en los diferentes tipos de
lesiones estudiadas.

G45
negativo positivo Total
LESION CAinsitu 15 1 16
CAinvasor 10 0 10
LIEAG NIC I 13 0 13
LIEAG NIC 11l 24 0 24
Total 62 1 63

CA: cancer, CC: cervicitis cronica, LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado,
NIC: Neoplasia intraepitelial cervical

Tabla 13 Distribucién de los casos positivos para el genotipo de VPH-33 en los diferentes tipos de
lesiones estudiadas.

G33
_ negativo positivo Total
LESION  CAin situ 16 0 16
CAinvasor 10 0 10
LIEAG NIC II 13 0 13
LIEAG NIC Il 23 1 24
Total 62 1 63

CA: céncer, CC: cervicitis cronica, LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado,
NIC: Neoplasia intraepitelial cervical
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Tabla 14 Distribucién de los casos positivos para el genotipo de VPH-6/11 en los diferentes tipos de
lesiones estudiadas.

G6 11
_ negativo positivo Total
LESION CAinsitu 16 0 16
CAinvasor 9 1 10
LIEAG NIC I 10 3 13
LIEAG NIC Il 21 3 24
Total 56 7 63

CA: cancer, CC: cervicitis cronica, LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado,
NIC: Neoplasia intraepitelial cervical

Tabla 15 Distribucion de los casos positivos para el genotipo de VPH-58 en los diferentes tipos de
lesiones estudiadas.

G58
_ negativo positivo Total
LESION CAinsitu 8 8 16
CAinvasor 7 3 10
LIEAG NIC Il 12 1 13
LIEAG NIC Il 16 8 24
Total 43 20 63

CA: cancer, CC: cervicitis cronica, LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado,
NIC: Neoplasia intraepitelial cervical

Tabla 16 Distribucion de los casos positivos para el genotipo de VPH-52 en los diferentes tipos de
lesiones estudiadas.

G52
negativo positivo Total
LESION CAinsitu 14 2 16
CAinvasor 9 1 10
LIEAG NIC 1 12 1 13
LIEAG NIC Il 20 4 24
Total 55 8 63

CA.: céncer, CC: cervicitis cronica, LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado,
NIC: Neoplasia intraepitelial cervical



Tabla 17 Distribucién de los casos positivos para el genotipo de VPH-56 en los diferentes tipos de
lesiones estudiadas.

G56
_ negativo positivo Total
LESION CAinsitu 16 0 16
CAinvasor 10 0 10
LIEAG NIC I 12 1 13
LIEAG NIC Il 24 0 24
Total 62 1 63

CA: cancer, CC: cervicitis cronica, LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado,
NIC: Neoplasia intraepitelial cervical

Tabla 18 Distribucion de los casos positivos para el genotipo de VPH-35 en los diferentes tipos de
lesiones estudiadas.

G35
negativo positivo Total
LESION CAinsitu 15 1 16
CAinvasor 10 0 10
LIEAG NIC |l 13 0 13
LIEAG NIC 11l 24 0 24
Total 62 1 63

CA.: céncer, CC: cervicitis cronica, LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado,
NIC: Neoplasia intraepitelial cervical

Tabla 19 Distribucién de los casos positivos para el genotipo de VPH-43 en los diferentes tipos de
lesiones estudiadas.

G43
_ negativo positivo Total
LESION  CAin situ 15 1 16
CAinvasor 9 1 10
LIEAG NIC 1I 1 2 13
LIEAG NIC Il 22 2 24
Total 57 6 63

CA: cancer, CC: cervicitis cronica, LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado,
NIC: Neoplasia intraepitelial cervical
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Tabla 20 Distribucién de los casos positivos para el genotipo de VPH-44 en los diferentes tipos de
lesiones estudiadas.

G44
negativo positivo Total
LESION CAinsitu 16 0 16
CAinvasor 10 0 10
LIEAG NIC 11 13 0 13
LIEAG NIC 11l 23 1 24
Total 62 1 63

CA: cancer, CC: cervicitis cronica, LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado,
NIC: Neoplasia intraepitelial cervical

Tabla 21 Distribucién de los casos positivos para el genotipo de VPH-68 en los diferentes tipos de
lesiones estudiadas.

G68
negativo positivo Total
LESION CAinsitu 15 1 16
CAinvasor 9 1 10
LIEAG NIC Il 12 1 13
LIEAG NIC 11l 22 2 24
Total 58 5 63

CA.: céncer, CC: cervicitis cronica, LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado,
NIC: Neoplasia intraepitelial cervical

Tabla 22 Distribucién de los casos positivos para el genotipo de VPH-39 en los diferentes tipos de
lesiones estudiadas.

G39
negativo positivo Total
LESION CAinsitu 16 0 16
CAinvasor 10 0 10
LIEAG NIC Il 12 1 13
LIEAG NIC Il 23 1 24
Total 61 2 63

CA: céncer, CC: cervicitis cronica, LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado,
NIC: Neoplasia intraepitelial cervical
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Tabla 23 Distribucién de los casos positivos para el genotipo de VPH-66 en los diferentes tipos de
lesiones estudiadas.

G66
_ negativo positivo Total
LESION CAinsitu 15 1 16
CAinvasor 8 2 10
LIEAG NIC I 12 1 13
LIEAG NIC Il 23 1 24
Total 58 5 63

CA: cancer, CC: cervicitis cronica, LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado,
NIC: Neoplasia intraepitelial cervical

Tabla 24 Frecuencias de los casos de coinfecciones en las muestras colectadas de acuerdo al nUmero
de genotipos presentes.

Infeccién NUmero de casos Porcentaje
1 Genotipo 34 62.96%

2 Genotipos 15 27.78%

3 Genotipos 5 9.26%
Total 54 100.00%

Tabla 25 Descripcion de los genotipos presentes en coinfecciones y tipo de lesion en el que fueron
encontrados.

Coinfecciones con 2 genotipos Coinfecciones con 3 genotipos
. ., Genotipos | NUmero . ., Genotipos | Numero
Tipo de Lesion detectazlos de Casos Tipo de Lesion detectaIZIos de Casos
LIEAG NIC HI 58, 43 1 LIEAG NIC lI 6/11, 52, 43 1
LIEAG NIC Il 16, 39 1 LIEAG NIC Il 18, 44, 68 1
CAinsitu 16, 59 1 CAiinsitu 68, 58, 31 1
CA invasor 16, 58 1 CA in situ 31, 45, 68 1
LIEAG NIC I 58, 52 2 CA invasor 31, 43, 66 1
LIEAG NIC I 16, 56 1
CAiinsitu 59, 35 1
CA invasor 68, 66 1
LIEAG NIC I 58, 66 1
LIEAG NIC I 18, 58 1
CA invasor 16, 6/11 1
LIEAG NIC Il 6/11, 58 1
NIC I, CAin situ 43, 66 2
Total 15 Total 5

CA: céncer, CC: cervicitis crénica, LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado, NIC: Neoplasia intraepitelial
cervical
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Tabla 26 Resumen de los casos positivos para el genotipo de VPH-58 de acuerdo al tipo de lesién en
el que se encontraron y su presencia en coinfecciones.

Tipo de lesion | Numero de casos | Numero de coinfecciones
NIC II 1 1
NIC 111 8 5
CAinsitu 8 2
CA invasor 3 1
Total 20 9

CA: cancer, CC: cervicitis cronica, LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado,
NIC: Neoplasia intraepitelial cervical

Tabla 27 Resumen de los casos positivos para el genotipo de VPH-16 de acuerdo al tipo de lesién en
el que se encontraron y su presencia en coinfecciones.

Tipo de lesion | Numero de casos | NUmero de coinfecciones

NIC Il 2 1
NIC 1l 4 1
CA invasor 4 2
CA insitu 3 1
Total 13 5

CA: céncer, CC: cervicitis cronica, LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado,
NIC: Neoplasia intraepitelial cervical

Tabla 28 Resumen de los casos positivos para el genotipo de VPH-52 de acuerdo al tipo de lesién en
el que se encontraron y su presencia en coinfecciones.

Tipo de lesion | Numero de casos | Numero de coinfecciones

NIC Il 1 1
NIC I 4 2
CAinsitu 2 0
CA invasor 1 0
Total 8 3

CA.: céncer, CC: cervicitis cronica, LIEAG: Lesion intraepitelial de alto grado,
NIC: Neoplasia intraepitelial cervical
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Tabla 29 Frecuencia de los genotipos detectados en muestras negativas para la amplificacion del gen

L1 del virus de papiloma humano.

Genotipo identificado

NUmero de casos

16

59

6/11

58

52

43

39

66
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Figura 1 Reconstruccién en 3D de una particula viral de un papiloma virus humano a partir de
microfotografia por microscopio crioelectronico. Tomada de Murray et al., 2009.

E1

Tabla 6.1 Regiones codificantes

Funciones principales de los genes

Modulador de la replicacion del ADN

Regulacioén de la transcripcion viral

E3

Desconocida

E4

Disrupcion de la citoqueratina en las células escamosas

E5

Ligada a la transformacion celular y los
receptores de factores de crecimiento

E6

Proliferacion y transformacion celular, ligada a p53

E7

Proliferacion y transformacion celular, activacién
de la transcripcion, ligada al gen Rb

L1

Mantenimiento de las proteinas de la capside mayor

Mantenimiento de las proteinas de la capside menor

Figura 2 Disposicion de los genes en el genoma del virus de papiloma humano, donde se distinguen
los genes tempranos (E1, E2, E3, E4, E5, E6 y E7) y los genes tardios (L1 y L2). Tomada de Alonso &

Lazcano, 2005.
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Figura 3 Arbol filogenético de 118 tipos de papilomavirus. Los ndmeros son tipos de VPH, c-nimeros
a candidatos de tipos. Las abreviaciones indican papilomavirus de animales, BPV (bovine
papilomavirus), COPV/(canine oral papilomavirus), CRPV(cottontail rabbit papilomavirus), DPV (deer
papilomavirus), EcPV(horse papilomavirus), EEPV (european elk papilomavirus), FcPV (chaffinch
papilomavirus), FAPV (cat papilomavirus), HaOPV (hamster oral papilomavirus), MnPV (African rat
papilomavirus),OvPV(ovine papilomavirus), PePV(African grey parrot papilomavirus), PsPV
(porpoise papilomavirus), RPV (reindeer papilomavirus), ROPV (rabbit oral papilomavirus). Los
géneros se encuentran sefialados con semicirculos. Tomada de Hans-Ulrich, 2007.
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Figura 4 llustracion del proceso de infeccion por VPH en el cuello uterino desde la apariencia de un

epitelio escamoso normal, su infeccion por el virus, desarrollo de neoplasias y posterior progreso a
cancer. Tomada de Murray et al., 20009.
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Figura 5 Organizacion del origen de replicacion en VPH 11. Se representa la region desde el
nucledtido 7500 al 100. La caja TATA representada es la que se encuentra dentro del promotor de ES6,
y Spl ejemplifica un lugar de union de factores de transcripcién. Tomada de Liu & Melendy, 2002.
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Figura 6 Representacion del ensamblaje y actividad helicasa de la proteina E1. La proteina E2 se une
en forma de dimeros en sus sitios de unidn, recluta a E1 que se ensambla en su sitio de unién como una
complejo dihexamérico, los dos dimeros funcionan juntos como una helicasa bidireccional. Ante la

presencia de una topoisomerasa I, RPA'y ATP, se logra la separacién en de la doble cadena en simples
cadenas. Tomada de Chow & Broker, 2006.
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Figura 7 Funcion de la proteina Retino blastoma (Rb) en el ciclo celular. En mitad de G1: Rb inhibe la
actividad de E2F y detiene el ciclo celular. En G1 tardia: Rb fosforilada libera a E2F. Tomada de Berk
& Lodish, 2005.
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ASR, age-standardized incidence rate; Rates per 100,000 women per year.

Figura 8 Edad Promedio de la tasa de incidencia de cancer cervical a nivel mundial, en el Ecuador se
observa una edad estandarizada de incidencia menor a los 30 afios. Tomada de WHO/ICO Information
Centre on HPV and Cervical Cancer, 2010.
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14. Anexos

Anexo 1 Condiciones para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del gen B-actina.

Concentracion ) Concentracion | Volumen por
en stock Unidades por reaccion reaccion (uL)
H20 55
Buffer 5 X 1 4
MgCI2 25 mM 3 24
dNTPS 2 mM 0.2 2
Primer F 0.01 mM 0.001 2
Primer R 0.01 mM 0.001 2
Taq 500 U 25 0.1
Muestra 2
Volumen final 20

Anexo 2 Condiciones para la reaccion en cadena de la polimerasa del gen L1, que codifica para la
proteina mayor de la capside del virus de papiloma humano.

Concentracion Concentracion | Volumen por
Unidades
en stock por reaccion reaccion (uL)
H20 94
Buffer 5 X 1 5
MgCl2 25 mM 2.5 2.5
dNTPS 2 mM 0.2 2.5
Primer F 0.01 mM 0.0001 0.25
Primer R 0.01 mM 0.0001 0.25
Taq 500 U 2 0.1
Muestra 5
Volumen final 25
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Anexo 3 Condiciones para la PCR anidada, primera amplificacion correspondiente a los genes E6/E7.

Concentracion ] Concentracion | Volumen por
en stock Unidacles por reaccion reaccion (UL)
H20 1.35
Buffer 5 X 1 4
MgCl2 25 mM 3 24
dNTPS 2 mM 0.2 2
Mix E6/E7 0.01 mM 0.000075 0.15
Taq 500 U 25 0.1
Muestra 10
Volumen final 20

Anexo 4 Condiciones para la segunda amplificacion de la PCR anidada, de los cuatro grupos (Coctel 1,

2, 3y 4) por PCR multiple.
Concentracion en ) Concentracion por | Volumen por
stock Unidades reaccion reaccion (uL)
H20 94
Buffer 5 X 1 4
MgCI2 25 mM 25 2
dNTPS 2 mM 0.2 2
Coctel 0.01 mM 0.00075 15
Taq 500 U 25 0.1
Muestra 1
Volumen final 20
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Anexo 5 Descripcion de los primers utilizados, condiciones de amplificacion y tamafio del fragmento
amplificado de todas las PCRs realizadas.

Regién
amplificada

Primers

Tamarno
de
amplicon

Condiciones
Termociclador

B-actina

B-actinaF: CGG AAC CGC TCATTG CC
B-actina R: ACC CAC ACT GTG CCC
ATCTA

289bp

94°C-2", (92°C-50",
45°C-507,  72°C-
50°)36, 72°C-2".

Gen L1

My09: CGT CCM ARR GGA WAC TGA
TC
Myll: GCM CAG GGW CAT AAY AAT
GG

450pb

94°C-3,  (94°C-1,
50°C-1, 72°C-1)5,
(94°C-1°,  55°C-1/,
72°C-1)41, 72°C-10'.

Genes E6/E7

GP-E6-3F: GGG WGK KAC TGA AAT
CGGT

GP-E6-5B: CTG AGC TGT CAR NTA
ATT GCT CA

GP-E6-6B: TCC TCT GAG TYG YCT
AATTGCTC

630pb

94°C-2", (92°C-507,
45°C-50"", 72°C-
5077)36, 72°C-7".

Genotipos: 16,
18, 31, 59y 45.

16F: CAC AGT TAT GCA CAG AGC
TGC

16R:CAT ATATTC ATG CAATGT AGG
TGT A

457pb

18F: CAC TTC ACT GCA AGA CAT
AGA

18R: GTT GTG AAATCG TCGTTTTTC
A

322pb

31F: GAA ATT GCA TGA ACT AAG
CTCG

31R: CACATATACCTT TGT TTG TCA
A

263pb

S59F: AGG GGA ACT GCA AGA AAG
59R: TAT AAC AGC GTATCA GCAGC

215pb

45F: GTG GAA AAG TGC ATT ACA GG
45R: ACC TCT GTG CGT TCC AAT GT

151pb

92°C-2", (92°C-307,
56.5°C-30"", 72°C-
45°") 35, 72°C-2".

Genotipos 33,
6/11, 56, 58 y 52.

33F: ACT ATA CAC AAC ATT GAA
CTA
33R: GTT TTT ACA CGT CAC AGT
GCA

398pb

6/11F: TGC AAG AAT GCA CTG ACC
AC
6/11R: TGC ATG TTG TCC AGC AGT
GT

334pb

56F: GTG TGC AGAGTATGT TTATTG
S56R: TTT CTG TCA CAATGC AAT TGC

181pb

58F: GTA AAG TGT GCT TAC GAT
TGC
58R: GTT GTT ACA GGT TAC ACT TGT

274pb

92°C-2", (92°C-307,
56.5°C-30"", 72°C-
457) 35, 72°C-2".
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52F: TAA GGC TGC AGT GTG TGC AG
52R: CTA ATAGTT ATT TCACTT AAT
GGT

229ph

Genotipos: 35,
42,43y 44.

35F: CAA CGA GGT AGA AGA AAG
CATC
35R: CCG ACC TGT CCA CCG TCC
ACCG

358pb

42F: CCC AAA GTA GTG GTC CCA
GTTA

42R:GAT CTT TCG TAG TGT CGC AGT
G

277pb

43F: GCA TAA TGT CTG CAC GTA
GCTG

43R: CAT GAA ACT GTA GAC AGG
CCAAG

219pb

44F: TAA ACA GTT ATA TGT
AGT GTA CCG
44R: TAT CAG CAC GTC CAG AAT
TGAC

163pb

92°C-2", (92°C-30",
56.5°C-30",  72°C-
457 35, 72°C-2".

Genotipos: 68,
39, 51y 66.

68F: GCA GAA GGC AAC TAC AAC GG
68R: GTT TAC TGG TCC AGC AGT GG

333pb

39F: GAC GAC CAC TAC AGC AAACC
9R: TTATGAAAT CTTCGT TTG CT

280pb

51F: GAG TAT AGA CGT TAT AGC
AGG

S51IR: TTT CGT TAC GTT GTC GTG TAC
G

223pb

66F: TTC AGT GTATGG GGC AAC AT
66R: AAA CAT GAC CCG GTC CAT GC

172pb

92°C-2", (92°C-307,
56.5°C-30", 72°C-
4577) 35, 72°C-2".




