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Lista de abreviaciones

ADN: Acido Desoxirribonucleico

AR: Alto Riesgo

BR: Bajo Riesgo

E: Early

HSIL: Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto grado
ITS: infeccion de Transmision Sexual

L: Late

LCR: Long Control Region

LSIL: Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado
PCR: Polymerase Chain Reaction

PRR: Papilomatosis Respiratoria Recurrente

P53: Proteina 53

Rb: Retinoblastoma protein

RR: Riesgo Relativo

TGI: Tracto Genital Inferior

VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana

VPH: Virus del Papiloma Humano



1. RESUMEN.

La presente propuesta fue un estudio piloto que evalud la metodologia para la deteccion del
VPH en mucosa oral y los cofactores presentes para la infeccién en un grupo de nifios
menores de 2 afios y sus madres residentes en la ciudad de Cali, Colombia, con o sin
lesiones benignas en la cavidad oral; En este, se evalu6 la posible correlacién entre el
genotipo del VPH en la mucosa oral de la madre y la de su hijo, asi como el posible
contagio del virus de madre a hijo directo por autoinoculacion o heteroinoculacion y/o
indirecta por fomites contaminados. Se realiz6 extraccion de ADN de las muestras con el
kit comercial pure gene bucal cell kit (Quiagen); La deteccion de VPH se realizo por PCR
utilizando los primers generales MY09/MY11 y GP5+/Gp6+. Los resultados se analizaron
empleado el programa estadistico SPSS, edicion 15.0, aplicando un analisis estadistico
descriptivo y de las distribuciones de frecuencia y de las medidas de tendencia central; la
presencia de VPH, se determin6 empleando el test de ji-cuadrado con un grado de
significancia de 0.05 y un nivel de confiabilidad de 95%.

Se incluyeron 76 participantes mujeres con edades comprendidas entre 22 y 25 afos, de las
cuales, el 61.8% pertenecian al estrato social 1, el 69.7% vivian en unién libre, 2.6%
manifestd el habito del tabaco, 59.2% no consumio6 alcohol y el 86.8% no consumid
sustancias sicoactivas, a demas de los 76 participantes nifios menores de 2 afios de edad, el
50% fueron de sexo femeninos, 77.6% de ellos naci6 por parto natural, 23.7% asistio a la
guarderia y ninguno de ellos present6 verrugas corporales.

Para los resultados obtenidos se puede concluir que la prevalencia de deteccion para el
VPH en mucosa oral de madres fue de 6.6% (n=5) mientras que en la cavidad oral de los
nifios fue del 1,3% (n=1); Los genotipos identificados en la mucosa oral de las madres
fueron: VPH11, VPH43 y VPH 73; y el genotipo identificado en la cavidad oral del nifio
fue: VPHG6. Finalmente, en este trabajo no se logré determinar asociacion entre la presencia
del VPH en cavidad oral de las madres con respecto a los hijos.

Palabras Clave

Virus del Papiloma Humano (VPH), Mucosa Oral, Céncer, Papilomatosis Respiratoria

Recurrente.



2. INTRODUCCION

Recientemente se ha demostrado que la infeccion por el virus del papiloma humano (VPH)
es el principal agente etioldgico del cancer de cuello uterino al rededor del mundo y su
presencia también se ha reportado en cancer de vulva, vagina y ano en mujeres, y cancer de
ano y pene en hombres (1)(2).

Dentro de las infecciones de transmision sexual, la infeccion por VPH es una de las mas
comunes en el mundo, se estima que hasta un 80% de los adultos sexualmente activos ha
tenido alguna vez infeccion por este tipo de virus. La mayoria de estas infecciones (70% —
90%) son transitorias y se eliminan de forma espontanea en un periodo de 12 a 30 meses.
Las infecciones persistentes que se observan en el 10-15% de las mujeres infectadas, se han
asociado con un mayor riesgo de desarrollo de céancer cervical (3). Los factores que
determinan que una infeccion sea eliminada o persista en el tiempo son ain desconocidos,
sin embargo, la alta frecuencia de infeccion, reinfeccion por el VPH y de lesiones
premalignas en mujeres inmunosuprimidas sugiere que el sistema inmune tiene un papel

importante en el control de dicha infeccion (4)(5).

Estudios de la naturaleza de la infeccién por VPH han descrito un aumento en la incidencia
y/o prevalencia del virus después del inicio de la actividad sexual, la cual declina con la
edad. Aunque parte de este descenso podria ser reflejo de la exposicion reducida hacia VPH
por la disminucion de compafieros sexuales en edades adultas, el efecto acumulativo de la
inmunidad naturalmente adquirida podria también ser considerado un factor contribuyente
en este descenso (6). Se ha contemplado la hip6tesis que los anticuerpos generados por la
infeccion natural podrian proteger contra reinfecciones por VPH del mismo tipo o
relacionados, contribuyendo a la disminucion de la persistencia de la infeccion en edades
adultas (7)(8).

En contraste, en algunos paises en via de desarrollo como Colombia, un segundo pico de
prevalencia del virus se ha observado en mujeres adultas mayores de 45 afios (9)(10).
Numerosos factores han sido propuestos para explicar la existencia de este segundo pico de
prevalencia, dentro de los cuales se puede enumerar: fluctuaciones en los niveles de ADN
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viral, infecciones incidentes por contacto sexual con nuevos compafieros (11)(12) y la
reactivacion de infecciones latentes debido a una disminucidn en la respuesta inmune con la
edad (11)(13).

Los tipos virales son clasificados por el grado de homologia de su genoma. Un nuevo
genotipo es definido cuando la secuencia de los genes E6, E7 y L1 presenta una homologia
inferior al 90%. Los virus que presentan entre un 90 y 98% de homologia y un perfil de
restriccion diferente del VPH de referencia son denominados subtipos. Las variantes de
VPH son definidas como aislamientos que presentan menos de 2% de variaciones en su
secuencia de ADN (14) Ademas, dependiendo de la asociacion o no con el riesgo para el
desarrollo del cancer, los VPH se han dividido en dos subgrupos: los de bajo riesgo (VPH 6
y 11 principalmente) que se encuentran en los condilomas genitales y los de alto riesgo
(VPH 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 58, 59, entre otros) que estan implicados en el desarrollo
de neoplasias del cuello uterino, faringe, ano, vulva, pene, cabeza y cuello (14)(15).

Recientemente, se ha reportado la presencia de VPH de alto riesgo oncoldgico en diferentes
tipos de canceres de cavidad oral (16) y del sistema aerodigestivo (17)(18), lo cual sugiere
que el virus podria participar en la etiologia de algunas de estas enfermedades (19).
Similares resultados han sido reportados por otros grupos de investigacion estudiando
diferentes poblaciones humanas a nivel mundial (4). La infeccion puede adquirirse en
diferentes etapas de la vida, se ha demostrado la presencia del VPH en la poblacion infantil
y adolescentes, siendo la poblacion adulta la mas afectada, especificamente quienes poseen
vida sexualmente activa (20). El virus se transmite por contacto directo a través de
relaciones genitales, orogenitales y autoinoculacion, también se detecté el ADN del VPH en
el liquido amniético, las membranas fetales, la sangre del cordon umbilical y la placenta, lo
que indica un posible contacto indirecto en los recién nacidos pudiendo estar expuestos a
infeccion cervical por VPH proveniente de la madre o intrauterinamente (21). Los modos de
transmision viral en los nifios son controvertidos, siendo el meétodo mas evidente el
contacto directo y la transmision prenatal o en el parto, aunque no estd claro con qué

frecuencia progresan las lesiones clinicas, ya sea genitales, de laringe o bucales (22).
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De alli que el propdsito de este estudio estuvo encaminado a determinar la presencia del
VPH en la mucosa oral de un grupo de nifios menores de 2 afios y comparar los genotipos
virales identificados con los detectados en la mucosa oral de las madres, concientizando
con ello de la realizacion de un diagnostico precoz en nifios a temprana edad, lo cual
permitiria un tratamiento preventivo adecuado en lesiones benignas en cavidad oral,
evitando su transformacién y progresion a lesiones premalignas y/o malignas. Es preciso
tener presente que la infecciéon por VPH a los 2 afios de edad es autolimitada debido a la
inmunidad adaptativa que ha empezado a adquirir el individuo (23). La importancia de este
estudio radica en demostrar que pueden encontrarse genotipos de VPH en cavidad oral de
nifos menores de dos afios aparentemente sanos y debido a la inmadurez de su sistema
inmune podrian presentar variaciones fluctuantes en la actividad del mismo conllevando a
la reactivacion del virus en estado de latencia que podria ocasionar manifestaciones clinicas

crénicas que comprometen la vida del nifio.
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3. JUSTIFICACION.

La infeccion por el virus del papiloma humano (VPH) representa un importante problema
de salud publica (24)(25). Es especialmente notable su participacion en la patogenia del
cancer de cuello uterino, de manera que casi todos los casos de esta enfermedad estan
asociados a una infeccién persistente por un tipo oncogénico de VPH (26). Por ello, en el
contexto de los programas de tamizaje para la deteccion precoz de las lesiones premalignas
del cuello de Utero y del propio cancer cervical uterino, se realizan analisis moleculares por
reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR), encaminados a
detectar y, en su caso, tipificarar el VPH en las mujeres afectadas por dichas patologias
(27)(28).

La mayor parte de estas infecciones presentan una evolucion benigna en el tiempo, pero el
estudio de la persistencia de algunas de estas lesiones ha llevado a establecer y probar por
algunos cientificos su relacion con el Cancer de Cuello Uterino (29). En el mundo, el
Céancer Cérvicouterino, corresponde a la segunda causa de mortalidad por Céancer en
mujeres. Anualmente a nivel mundial se diagnostican més de 450.000 casos nuevos,

resultando en un total cercano a un cuarto de millén de muertes por esta causa (30).

El mayor rango de incidencia de infeccion por el VPH en mujeres se ha reportado a los 15
hasta los 45 afios presentandose el pico de mayor prevalencia entre los 15 a los 25 afios de
edad, multiples investigaciones describen que la infeccion por el VPH ocurre a una edad
mas temprana, lo cual se correlaciona con inicio de la vida sexual a una edad precoz entre
los adolescentes y poblacién joven (31)(32). La desinformacion sobre el virus, las formas
de contagio, y la fragilidad del sistema inmunoldgico a estas edades, son las principales
causas de dicha enfermedad que puede o no causar dafios permanentes (33).

Las infecciones por VPH en los genitales femeninos durante el embarazo generalmente en

el tercer trimestre de gestacion incrementan la probabilidad de contagiar al recién nacido

durante el parto, tratindose de wuna infeccion de dificil resolucion denominada
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papilomatosis respiratoria recurrente o papilomatosis laringea, justamente por la aparicion
de verrugas o papilomas en la laringe y vias aéreo digestivas superiores del nifio,
ocasionando cuadros graves de dificultad respiratoria que pueden ocasionar la muerte si no
son tratados de manera oportuna (34). Los sintomas mas caracteristicos de esta enfermedad
son: disfénia, disnea, disfagia, dificultades respiratorias, entre otras (35). Cuando estas
lesiones son visibles el diagnostico de contagio en el parto se hace mas facil y manejable ya

gue la madre manifiesta en su hijo la presencia de dichas lesiones desde el nacimiento (36).

La presente propuesta es un estudio piloto que prentendi6 evaluar la presencia del VPH en
mucosa oral en un grupo de nifios menores de 2 afios y sus madres residentes en la ciudad
de Cali, Colombia, con o sin lesiones benignas en la boca. Ademas, se evalud la existencia
de correlacion entre el genotipo del VPH en la mucosa oral de la madre y la de su hijo que
permita evaluar si hay contagio del virus de madre a hijo directo por autoinoculacion o
heteroinoculacion y/o indirecta por fomites contaminados.

Del mismo modo, la presente investigacion identificara si los genotipos de VPH tanto de
alto riesgo (AR) como de bajo riesgo (BR) que puedan estar infectando la mucosa oral de
nifios a una edad temprana, en cuyos casos la inoculacion con la vacuna profilactica vigente
en la edad escolar solo les daria una proteccion parcial o nula. Esta informacion es de una
altisima importancia para el actual programa de vacunacion en contra del VPH que realiza
el gobierno colombiano, ya que permitird tener unos estimativos mas precisos de las
caracteristicas de la poblacién infantil candidatas a vacunacion a demas de cuanta

poblacion infantil podria realmente ser inmunizada.
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4. MARCO TEORICO.

4.1. Generalidades.

El Virus del Papiloma Humanos es un conjunto de pequefios virus de ADN de doble cadena
encapsulados, al igual que los demas virus, aprovechan la maquinaria celular del
hospedero para replicarse. Son epiteliotropicos y una vez que alcanzan la capa de células
basales de los epitelios planos, estratificados, mucosos o0 queratinizados, pueden
permanecer en forma episomal, en estado letente hasta por mas de 10 afios, o0 bien
abandonar esa latencia y aprovechar la diferenciacion celular propia del epitelio con el fin
de dar origen a nuevos viriones que infectaran las células adyacentes o por el contrario al
abandonar el estado de latencia pueden integrar su genoma en el genoma del hospedero
aumentando el riesgo de transformacion neoplésica del tejido infectado (37).

El VPH expresa sus genes de forma secuencial; en primer, lugar los genes tempranos (E1-
E7) en las células basales y, posteriormente, en las células diferenciadas de la superficie
del epitelio expresan proteinas tardias (L1 y L2) que forman la capside viral y permiten el
ensamblaje de nuevas particulas virales que repitiran el ciclo. En determinadas
circunstancias de permisividad inmunoldgica y tras un periodo de persistencia de la
infeccidn, las particulas de ADN viral que se encuentran en forma episomal, se integran al
genoma celular, en conjunto con la expresién de genes del hospedero en el ciclo vital se
expresan los genes virales que luego son traducidos en proteinas que tienen la funcion de
intervenir en el funcionamiento de proteinas con funciones importantes en el ciclo celular
tales como P53 y Rb, pomoviendo alteraciones en el crecimiento normal y diferenciacion
del epitelio cervical, por lo tanto se incrementa la acumulacién de errores genéticos
(clastogénesis) que son la base de la transformacion tumoral (38).

El virus del Papiloma humano puede tipificarse cuando dos secuencias viricas presentan en
la region L1 una diferencia mayor al 10% considerandose genotipos distintos. Cada uno
tiene su propio tropismo celular y potencial patégeno (39).

Actualmente se han caracterizado mas de 100 tipos de VPH con mas de 40 tipos
danogenitales, de los cuales 15 de ellos son oncogénicos. En los seres humanos, constituyen

uno de los grupos virales mas frecuentes que infectan el tejido epitelial de piel y mucosas:
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conjuntivas, cavidad oral, laringe, arbol tragueobranquial, es6fago, vejiga, ano y tracto
genital (40). En los ultimos 30 afios se ha oservado un alarmante incremento en la

prevalencia de la infeccion por el VPH y su relacion con los procesos oncogénicos.

4.2. Estructura del virus del Papiloma Humano.

Taxonomicamente los VPHs pertenecen a la familia Papillomaviridae, son virus muy
estables, con capacidad de infeccion duradera y resistencia a numerosos agentes
terapéuticos. Es un grupo de virus pequefios, constituidos por una capside icosaédrica y un
genoma compuesto de una doble hélice de ADN, formada por 8.000 pares de bases (41). Su
genoma se divide en tres regiones:

Regién temprana (E: Early): representa el 45% del genoma. Tiene hasta ocho marcos de
lectura abierta (E1-E7) que codifican las proteinas no estructurales, cuya funcion es
controlar la replicacion del ADN viral:

e Las proteinas E1-E2 pueden actuar como activadoras de la transcripcion.
e E4: Responsable de la maduracion y replicacion.

e Eb5: Estimula la proliferacion.

e Las proteinas E6-E7: son oncoproteinas transformantes.

Region tardia (L: Late): corresponde al 40% del genoma. Consta de dos genes (L1-L2)

cuya expresion genera las proteinas para el ensamblaje de la capside viral.

Regidn larga de control (LCR): constituye el 15% del genoma viral. Controla la expresion
de los genes E6 y E7.
Los genes de expresion temprana (E) difieren en su secuencia entre los diferentes tipos de

VPHSs. Los genes de expresion tardia (L), presentan notables similitudes ente ellos (1).

4.3. Tipos de virus.

Entre los méas de 130 tipos del virus del Papiloma Humano que se han identificado, se han
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podido clasificar en tres grandes grupos de acerdo a la localizacion de la infeccién en el
hospedero:
a) Los localizados en la piel, causantes de las verrugas vulgares y las verrugas
plantares.
b) Los ubicados en la zona genital, causantes de verrugas genitales.
c) Los localizados en la zona genital, asociados al desarrollo de cancer de cuello de
utero (42).
La infeccion por el VPH es causa necesaria pero no suficiente para el cancer de cérvix, ya
que s6lo una fraccion de las mujeres infectadas con el virus desarrollara mas adelante un
cancer de este tipo. Hay multiples factores genéticos, socioculturales, ambientales entre
otros que aumentan la probabilidad de desarrollo tumoral ante la presencia del VPH en el
tejido infectado, tales como: consumo de tabaco, alcohol y sustancias psicoactivas,
mutaciones en genes supresores de tumores tales como P53, P21 y proteinas de la familia
Retinoblastoma (11,26,38).

4.4. Clasificacion del Virus del Papiloma Humano.

Los Virus de Papiloma Humano se pueden clasificar en 3 grandes grupos dependiendo del
riesgo que tienen de provocar lesiones cancerigenas: Bajo Riesgo, Mediano Riesgo y Alto
Riesgo. Los de bajo riesgo son los mas frecuentes y los menos agresivos dentro de este
grupo se destacan los genotipos 6 y 11, los genotipos de mediano riesgo mas
representativos son: 31, 33, 35, 51, 52 y los de alto riesgo son los méas frecuentes y

agresivos los mas representativos de este grupo son los genotipos 16 y 18.

4.4.1. Genotipos de Bajo Riesgo.

Algunos tipos de VPH se conocen como de '‘bajo riesgo' puesto que su presencia en
determinado tejido no implica un riesgo alto para el desarrollo de lesiones cancerigenas, los
tipos de VPH de bajo riesgo pueden causar cambios leves en el epitelio infectado y no
conducen al cancer. No son perjudiciales y desaparecen con el tiempo; 1os genotipos virales
mas representativos de este grupo son: VPH 6, 11.
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Estos genotipos virales al infectar el tejido epitelial, son causantes de lesiones verrugosas
conocidas como condilomas (43). Dentro de este grupo se lesiones benignas se encuentran
las verrugas genitales, las cuales son crecimientos anormales del tejido epitelial plano,
estratificado, queratinizado o mucoso que recubre los genitales masculinos y femeninos,
por lo general son indoloros y su aspecto es variable ya que algunas pueden ser elevadas,
planas, pequefias o grandes, simples o multiples. Se desconoce por qué el VPH de bajo
riesgo causa verrugas genitales en algunos casos, pero no en otros que pueden terminar en

cancer (43).
4.4.2. Genotipos de Alto Riesgo.

El segundo grupo de tipos de VPH genital se conoce como de "alto riesgo’ porque estos
tipos se asocian con el cancer cervical e incluyen el VPH 16, 18. De estos tipos el VPH 16
y el 18 son, sin duda, los mas representativos dado que se encuentran con mas frecuencia
vinculados al desarrollo de lesiones oncogénicas cuando infectan el tejido epitelial. Son los
genotipos mas frecuentemente aislados de lesiones malignas cervicouterinas.

Por lo general, el 90% de las infecciones causadas por el VPH de alto riesgo se resuelven
el en trascurso de 18 meses, sin embargo en ocasiones, la infeccion por este tipo de virus
puede provocar transformaciones celulares malignas que en el tiempo, pueden conducir al
cancer, si no son tratados oportunamente. La infeccién persistente de VPH por genotipos de

alto riesgo aumenta el riesgo de desarrollar cancer en el hospedero (43).

Dentro de la lesiones malignas causadas por VPHs de alto riesgo mas fecuentemente
estudiadas se encuentra el cancer de cérvix, por lo general comienza con lesiones planas,
pequefas y casi invisibles, comparados con las verrugas externas causadas por los VPH6 y

VPHL11 de bajo riesgo, lo cual dificulta el diagnostico y por ende el tratamiento oportuno.

4.5. Transmision de la infeccion VPH.

El VPH se transmite con por contacto sexual, a través de erosiones minimas de la piel y
mucosas. El cuello del utero es especialmente vulnerable al contagio, probablemente a
través del epitelio metaplasico de la unién escamoso-cilindrica. Las vias de transmision

genital, distintas al coito, son probables aunque menos comunes. El riesgo de transmision

18



por contacto digital-genital u oral-genital parece ser minimo. Se ha descrito la trasmision
vertical de la madre al neonato en mas del 80% de los casos nacidos de madres infectadas
con VPH genital al determinarse el ADN del VPH en la regién naso-faringea y mucosa oral
(44).

4.6. Infeccién por VPH en nifios a temprana edad.

La deteccion de ADN del VPH en mujeres virgenes, bebés y nifios sugiere que el contacto
sexual no es el unico modo de transmision del VPH (45)(46), por lo que se propone una
transmision no sexual horizontal directa por auto inoculacion o hetero inoculacion e
indirecta por fomites contaminados (47). Otras rutas de transmision no sexuales se han
propuesto, tales como: la sangre, la saliva y la leche materna pero aun no hay pruebas
suficientes que las confirmen (48). Igualmente, la transmision no sexual del VPH puede

ocurrir de manera vertical durante el parto entre la madre y el recién nacido (49).

Las verrugas o papilomas son las manifestaciones clinicas mas comunes de las infecciones
por VPH en los nifios en edad temprana. La papilomatosis respiratoria juvenil recurrente es
una rara enfermedad pediatrica causada principalmente por el VPH 6 y 11 (45)(50). El
condiloma genital materno durante el embarazo es reconocido como un reservorio para el
VPH asociado con el desarrollo del sindrome de la papilomatosis respiratoria recurrente en
los recién nacidos (45)(50). En un estudio retrospectivo de cohorte de nacimientos en
Dinamarca, entre los afios 1974 y 1993, se encontré que las madres qué presentaban
verrugas genitales durante el embarazo conferian un riesgo mayor de papilomatosis
respiratoria recurrente a sus hijos con aparicion de la patologia en edades muy tempranas,
promedio de 4,3 afios, en comparacion con los nacidos de mamas sin verrugas genitales
cuya aparicion de la enfermedad fue a una edad promedio de 5,9 afios (51).

La incidencia de verrugas ano-genitales en los nifios ha aumentado constantemente durante
las ultimas décadas (49). Las tasas de deteccion de ADN del VPH en la mucosa genital de
los nifios varia desde el 0% al 53% (52)(53) y en la mucosa oral desde el 0% al 61% (54).
(55). Un estudio en la region de Wielkopolska en Polonia reportd una deteccion del VPH

del 1.1% en 4.150 nifios y adolecentes escolares, entre los 10 a 18 afios edad (56).
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4.7. Transmision del VPH de madre a hijo.

Estudios realizados en Finlandia, el grupo de la Dra. Syrjanen de la Universidad de Turku,
han reportado que la presencia de VPH es 17,9% en muestras orales de recién nacidos y que
el numero de genotipos de VPH identificados es menor a los hallados en muestras
cervicales maternas, con lo anterior ellos sugieren que una posible ruta de transmision del
virus de madre a hijo seria a través de la placenta y del cordén umbilical (57). En estudios
de cohorte, en 72 familias Finlandesas, reportados por el mismo grupo de investigacion,
analizaron la presencia del VPH en muestras de semen y en verrugas orales y genitales,
encontrando un 29% de infeccidn por genotipos de VPH de AR en todos los miembros de
las familia, en donde el 26% de los genotipos identificados fueron comunes entre madres e
hijos y el 11% entre el padre y el recién nacido. La proporcién de VPH detectado en
mucosa oral al momento de nacimiento en el recién nacido fue del 10%, a los seis meses
fue del 21% y a los 24 meses del 10% (58). Un posterior reporte siguiendo a la misma linea
de investigacion sefialé un cambio en el porcentaje de deteccion del VPH del 12% al 21%
en muestras orales, y del 4% al 15% en muestras genitales en los nifios desde el momento
de su nacimiento hasta los 3 afios de edad. Adicionalmente, se observo en las muestras
orales de los nifios un 42% de nuevas infecciones por VPH adquiridas durante el
seguimiento, de las cuales 11% fueron eliminadas por sistema inmune y el 10% fueron
persistentes (59).

Otros estudios realizados en Estados Unidos han mostrado una baja deteccion de VPH en
muestras orales de la madre (3,0%) y de sus hijos (0,9%), asimismo se hall6 en mucosa
cervical de la madre una infeccion del 27,9% con una concordancia entre lo detectado en
ambas mucosas del 29,7% (60) como también una poca concordancia entra los genotipos de
VPH identificado en la madre e hijo y el padre e hijo, en un caso cada uno. En Colombia
son escasos los estudios en donde se ha reportado la transmision de VPH de madre al recién
nacido, solo un caso clinico positivo para VPH en mucosa oral se ha evidenciado la
transmision verticalmente de madre a hijo (61).

Una propuesta de transmision no sexual del VPH (62)(63), por via vertical explicaria la

infeccion en recién nacidos (64). Ademas, se ha demostrado que la mucosa oral puede ser
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reservorio del virus en los nifios (65) y en la adolescencia (66), cuya persistencia podria

estar asociada a desarrollo de patologias en edades avanzadas.

4.8. Cofactores de adquisicion de la infeccion por VPH.

El riesgo de infectarse por el VPH esté relacionado con el comportamiento sexual: edad del
primer coito, nimero de comparfieros sexuales y relaciones sexuales con compafieros que

tienen o han tenido mdaltiples parejas sexuales.

Edad del primer coito: las caracteristicas histoldgicas de la zona de transformacion
escamoso-cilindrica en el exocérvix de las mujeres jovenes, pueden explicar el mayor
riesgo de infeccion entre las mujeres que inician tempranamente la actividad sexual (67).
La inmadurez cervical, las deficiencias de flujo cervical protector y la ectopia cervical
aumentada pueden conducir a una mayor susceptibilidad para la adquisicion de una

infeccidn por el VPH en mujeres adolescentes y adultas jovenes.

Numero de comparieros sexuales: La asociacion entre el nmero de parejas sexuales y la
probabilidad de detectar ADN del VPH en el tracto genital inferior es consistente. El
tiempo que transcurre entre una pareja y otra, es otro factor influyente, ya que existe mas
riesgo de infeccion si el lapso de tiempo entre una pareja y otra es corto (68).

Otras Infecciones de transmisién sexual como clamidiasis, herpes, VIH, entre otras,
actan como cofactores en el desarrollo de lesiones pre neoplasicas y cancer de cuello
uterino. El VIH se asocia tanto a la prevalencia, como a la progresion de infecciones por
VPH a lesiones neoplésicas del Tracto Genital Inferior (TGI) y del canal anal. Las
pacientes portadoras de VIH tienen més riesgo de infeccion por el VPH (RR: 17) y 9 veces
mas riesgo de desarrollar cancer de cérvix. Es debido a las modificaciones que se producen

en la inmunidad general y local de estas pacientes (69).
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La circuncision masculina actia como factor protector frente a la infeccion, se asocia con
un menor riesgo de infeccion por VPH y con menor riesgo de trasmision y progresion a

cancer de cérvix en sus comparieras sexuales (70).

El uso del preservativo durante el contacto sexual es una barrera que disminuye la

posibilidad de contagio, pero no se previene por completo la transmisién del VPH (69).

4.9. Interaccion virus-huésped.

En la mayoria de las ocasiones, las particulas virales en la superficie del epitelio cervical o
del tracto genital inferior son eliminadas durante la descamacion propia del epitelio
estratificado o por los agentes de la inmunidad inespecifica como los macréfagos. EI VPH
es un patdgeno intracelular estricto, por tanto, requiere internalizarse en la célula huésped
para que se considere una infeccion verdadera. En el tercio inferior del epitelio tiene lugar
la replicacion de las células basales, cuya maquinaria utilizardn los VPH para su
propagacién. Este contacto se ve favorecido por los micro traumatismos y por las
caracteristicas del epitelio como son la ectopia y la metaplasia escamosa. A este nivel los
agentes de inmunidad inespecifica, inflamatorios y los anticuerpos naturales, son capaces
de eliminar la las particulas virales que colonizan el epitelio.

Una vez producida la infeccion de las células basales, los VPHs expresan sus genes de
forma secuencial, primero los genes de expresion temprana (E1y E7) en las capas basales,
que dan lugar a la proteinas E6-E7 que actian como proteinas oncogénicas ya que bloquean
a las proteinas de control celular, evitando la apoptosis. En las capas superiores, donde el
epitelio es diferenciado, comienzan a expresarse los genes de las proteinas estructurales (L1

y L2) que permiten el ensamblaje viral (71).

4.10. Epidemiologia.

La epidemiologia de la infeccién por VPH no se conoce con precision, ya que la condicion
latente solo puede ser diagnosticada por técnicas moleculares que no se utilizan de rutina.
El VPH genital es una de las enfermedades de transmision sexual mas frecuente en la

poblacion mundial. EI 60 — 75% de la poblacion sexualmente activa esta infectada por
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algun tipo de VPH genital. Se han descrito otras formas alternativas de transmision viral

(vertical o materno fetal y horizontal o por fémites) (72)(73).

4.11. Prevalencia de la Infeccion VPH.

El VVPH representa la infeccidn de transmision sexual mas frecuente. Su prevalencia es muy
elevada en varones y en mujeres jovenes sexualmente activos. En la sequnda década de la
vida se estima una prevalencia del 20-25%, pero en algunos grupos de adolescentes o de
mujeres jovenes la infeccion llega a afectar hasta a un 70% de individuos (72). En la tercera
década la prevalencia disminuye, y a partir de los 35 afios se mantiene estable en unos
valores proximos al 5% (74).

La prevalencia de la infeccion por VPH en mujeres asintomaticas, varia entre el 2 y el 44%
(75). La prevalencia del VPH-AR en la poblacion general se correlaciona muy bien con las
tasas de incidencia de cancer de cuello uterino en todas las regiones del mundo (27). Las
tasas ajustadas por edad son més altas en los paises con mayor incidencia de carcinoma de
Cervix.

Los valores més elevados se observan en Africa (23,4%) y en América (12,8%), Espafia se
sitla entre los paises de baja frecuencia. La prevalencia del ADN del VPH en mujeres con
citologia normal, es de un 10,2% a nivel global, en Africa un 22,4%, en América un 13%,
en Europa un 8,2% y en Asia un 7,9% (5) y, concretamente, en Malaga del 11.43% (76).

En Ameérica latina y Espafia se ha observado un segundo pico de infeccion en mujeres
alrededor de la menopausia, que puede estar asociada a la reactivacion de infecciones
latentes, causadas por una pérdida gradual de la inmunidad o infecciones nuevas que
ocurren en el periodo perimenopausico (77).

En Espafia se estima que la prevalencia del VPH en mujeres de la poblacion general es de
aproximadamente el 9% en el conjunto de edades, con una prevalencia superior en las
mujeres jovenes y un descenso gradual con la edad hasta llegar a valores inferiores al 4%
en edades perimenopausicas (77) Esta prevalencia es similar a la estimada para Europa (9,7
%) y significativamente mas baja que la mundial (77). EI VPH 16 es el méas prevalente en

mujeres con citologia normal, LSIL y HSIL (78).
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4.12. Ciclo de replicacion.

El ciclo de replicacion del virus esta ligado al crecimiento y diferenciacion de las células
epiteliales del huésped con un alto grado de tropismo por el epitelio escamoso en
diferentes regiones (region oral, vias respiratorias superiores, region ano genital).

Los elementos que determinan la especificidad del virus son los factores de transcripcion
producidos por las células hospederas. La expresion de los genes de los diferentes tipos de
VPH la regulan de manera estricta y especifica los factores de transcripcion: 1/CTF, CEFI,
CEFIl y TEFI. El virus inicia su ciclo productivo infectando a las células poco
diferenciadas de las capas basales del epitelio, donde inicia la transcripcidn de sus genes.

El VPH alcanza las células de los estratos bajos del epitelio a través de las lesiones, micro
traumas, y abrasiones del tejido (79). El virus se une a la célula blanco a través de un
receptor de membrana (a6 integrina), se establece dentro del nucleo de las células basales,
el ADN viral permanece en estado episomal (circular) fuera de los cromosomas del
hospedero, replicandose lentamente (80).

Cuando las células infectadas se diferencian y desde la capa basal hasta el estrato espinoso
del epitelio, hay replicacion viral y acumulacion de viriones dentro del ndcleo. La
expresion de los genes tempranos ocurre a lo largo de todos los estratos epiteliales, sin
embargo, la expresion de los genes tardios se observa Unicamente en los queratinocitos
totalmente diferenciados de los estratos corneos, asi como el ensamblado de las capsides
virales que dan lugar a la formacién de viriones. EI VPH no tiene fase litica.

4.13. Patologia

El virus induce la formacidn de lesiones papilomatosas, la manifestacién morfoldgica mas
comun es la verruga, que es hiperplasia epitelial benigna con acantosis.

El proceso neoplasico asociado con el VPH involucra el epitelio escamoso y células
columnanres. La afeccion produce cambios importantes en la morfologia celular, como
vacuolas peri nucleares, ntcleo agrandado, irregular e hipercromico (coilocitos) (81).

La malingnizacion de una lesion, transcurre lentamente en lesiones pre malignas y pre

invasivas.
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La historia natural de la infeccion por VPH en carcinoma cervical es:

1. Remision completa: después de un periodo de incubacién de 3 semanas a 8 meses
aparecen lesiones condilomatosas o aplanadas tipicas de la infeccién con una
posterior eliminacion del virus por parte del sistema inmune (81).

2. Infeccion latente: se presenta sin evidencia clinica ni histol6gica, solo es posible
detectarla con métodos de deteccion del ADN. Se desconoce el tiempo y las
condiciones para que una lesion latente evolucione a una fase subclinica o clinica
aunque los estados de inmunodeficiencia pueden activarla (81)(82).

3. Infeccion progresiva y activa: evolucion a lesiones precancerosas) neoplasia intra
epitelial cervical (NICI, NIC I, carcinoma in situ), seguido de una lesion invasiva o
cancerosa (81).

La infeccion en mucosa puede ser asintomatica, subclinica o clinica. En la mayoria de los
casos, la infeccion es latente y el virus se detecta mediante técnicas de identificacion viral.
Los tipo 6 y 11 tienen un bajo potencial oncogénico (bajo grado). Causan condilomas y
lesiones precancerosas. Los subtipos 16 y 18 (alto grado) son responsables de las lesiones

intra epiteliales que progresan a carcinoma (68)(83).

4.14. Mecanismo de transformacion.

Las regiones E6 y E7 son esenciales para la oncogénesis y la replicacion viral. Producen
las proteinas necesarias para la transformacion. Estas se unen a las proteinas supresoras de
tumores p53 y del gen de retinoblastoma (Rb) respectivamente y les impiden actuar de
forma normal al cegarlas e inactivarlas (82)(84). Durante la integracion del virus con el
genoma de la célula hay sobre expresion de E6 y E7 (85)(86).

La proteina E6 de los VPH de alto riesgo se une con la molécula p53, regulador de la
replicacion celular y supresor tumoral capaz de detectar dafios sufridos por el ADN. Si el
dafo ha sido en una etapa del ciclo celular en la que aun no ocurrido la replicacion, p53
envia una sefial para que el ciclo celular se detenga y el dafio sea reparado.

Cuando el dafio es sufrido durante o después de la replicacion, envia una sefial para detener
el ciclo celular y sufre un proceso de apoptosis dirigido por la misma p53, asi el ADN
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dafiado no se hereda a las células hija (84).

La proteina E7 se une al producto del gen represor de tumores Rb este fue descubierto y
caracterizado en el retinoblstoma, como regulador del ciclo celular, que se une al factor
transcripcional E2F, que induce la transcripcion. Cuando la célula es infectada por el VPH
de alto riesgo, la proteina E7 de VVPH se une a este sitio de Rb impide la regulacion de E2F,
el cual queda libre e induce la replicacién celular continua.

Los genes E6 y E7 cooperan eficientemente en la transformacion de las células,
produciendo tumores cervicales a largo plazo. Su actividad esta regula por la expresion del
gen E2, que reprime la transcripcion de los genes. Cuando el genoma viral se integra, se
observa una ruptura del ADN viral a nivel del gen E2, perdiendo sus funciones lo que
resulta en la sobreexpresion de los oncogenes virales E6 y E7; Esta transformacién es

independiente de la existencia de lesiones benignas o malignas en el tejido infectado.

4.15. VPH y Cancer.

El comportamiento biol6gico del virus y su potencial oncogénico es complejo (87).

Un prerrequisito es que el VPH se integre al ADN del huésped, como ocurre en los canceres
invasores o indiferenciados (88).

Ciertos tipos de VPH pueden aparecer en lesiones cancerosas como resultado de una
coinfeccion y no ser los agentes etiologicos causales de la transformacion tumoral. Los
estudios epidemioldgicos atribuyen variaciones poblacionales importantes en la prevalencia
y relacion causa/efecto de los diferentes tipos virales, sin embargo, es indudable la gran
prevalencia o implicacién de las patologias de alto grado y carcinomas que en nuestra
poblacion tienen los tipos 16 y 18 y la que los tipos 6 y 11 tienen en las patologias de tipo
condilomatoso.

Todas las células de la lesion contienen genomas de tipo viral, pero la activacion depende
de la diferenciacion celular. La mayoria de los genes virales se activan cuando los
gueratinocitos infectados dejan la capa basal. Las particulas virales se producen en los
queratinocitos diferenciados. Los virus se producen en la superficie epitelial y salen al
medio ambiente (89).

La multiplicacion viral esta confinada al nucleo. Las células muestran un alto grado de
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atipia celular. Los coilocitos son caracteristicos en la infeccion por VPH, se observan halos
perinucleares claros y nucleos picnoticos (83). Cada tipo de VPH tiene afinidad por sitios
especificos de piel o mucosa. En mucosa nasal, bucal, laringe y conjuntiva se han
encontrado los subtipos 6 y 11 (89).

Los VPH se encuentra distribuido en la poblacién y algunos de ellos asociados con
procesos malignos: tracto genital (cancer cervical) (90), carcinoma de cavidad oral
amigdalas (91) laringe (92), pulmon (93), esofago y colorectal (94) esto demuestra el
potencial papel de los VPH en la patogénesis de los tumores malignos.

Los VPH de lato riesgo han sido encontrados en el 99.7% de los tumores cervicales
analizados. El cancer cervical, es la primera o segunda causa de morbimortalidad en
mujeres en paises en desarrollo (95)(96). Los mismos tipos virales que afectan al cérvix
estan asociados a otros tumores genitales en ambos sexos (pene, vulva, vagina y ano) y
algunas neoplasias presentes en la cavidad oral, oro faringe y piel (97). En cavidad oral se
encuentran mas comunmente en lengua, paladar, encia y labio, sin embargo la
malignizacion es menos frecuente (98).

Se ha observado la relacion de cancer de cabeza y cuello con la presencia de VPH, como
factor de riesgo y pronostico favorable. Se encuentra en pacientes jovenes (< 45 afios), sin
antecedentes de alcoholismo o tabaquismo. Los subtipos identificados 16 y 18 en lesiones
pre malignas (leucoplasia). Aun no se conoce el mecanismo de transmision y malignizacion
celular (89)(83).

En céancer de mama se ha identificado VPH tipo 16 y 18, (99). Por el contrario
Gopalkrishna et al. No lo encontraron (100). Estudios recientes, sugieren la asociacion de
infeccion viral por VPH en cancer de mama, con una correlacion de 0-86%, sin relacion
con lesiones ano genitales. Desconociendo el mecanismo por el cual llega a infectar Is
mamas. La prevalencia reportada es del 24 - 46% (99)(101).

El VPH se relaciona con carcinoma epidermoide de oro faringe (amigdalas) donde se ha
identificado el virus en 80% de los casos. En un estudio realzado en México por Gallegos-
Hernandez (89) identifico el VPH16 en 42% de los pacientes estudiados con céancer
avanzado de cabeza y cuello mediante hibridacion in situ y PCR. Otros autores han

reportado encontrarlo en 11-83% de los pacientes con cancer de cabeza y cuello (83)(102).
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4.16. Métodos para la deteccidn de la infeccion por VPH.

4.16.1. Métodos no moleculares
Se trata de métodos indirectos que mas que objetivar la presencia de VPH, sirven para

poner de manifiesto las consecuencias clinicas, citologicas o histologicas de la infeccion.

a- Técnicas de inspeccidn visual:
Consiste en observar la presencia de manifestaciones clinicas de la infeccion por VPH,
mediante la exploracién fisica e inspeccion con acido acético o lugol.
Mediante la exploracion fisica, las verrugas genitales se detectan facilmente a simple vista,
sin requerirse mas que condiciones de iluminacion adecuadas y algin dispositivo de
aumento.
La inspeccion del cérvix uterino precisa de una mesa ginecologica, espéculos, fuentes de
luz y compuestos quimicos reveladores de lesiones tales como el acido acetico y el lugol.
La inspeccion con acido acético consiste en aplicar una solucion diluida de dicha sustancia
(3-5%) sobre la zona a estudiar, de manera que se produce una tincion de las &reas de
epitelio que contienen células con relacion ndcleo/citoplasma aumentada, por mecanismos
desconocidos. Estas lesiones se denominan “zonas acetoblancas”. Existe un amplio rango
de cambios epiteliales que se tifien de blanco con el &cido acético, que incluyen la
metaplasia escamosa inmadura, las displasias producidas por el VPH (tanto las de bajo
como las de alto grado), y el cancer cervical (1). En el caso del var6n esta prueba no esta
estandarizada por lo que es frecuente que dé resultados falsamente positivos debido a la
presencia de lesiones de otras dermatosis que también se tifien de blanco con acido acético
(103)(104). La prueba del lugol se basa en que el yodo que contiene esta sustancia oscurece
los depdsitos de glucdgeno de las células epiteliales de la mucosa cervical, de manera que
las areas de metaplasia inmadura, neoplasia, atrofia y condilomas se tifien solo de manera
parcial o no lo hacen, dado que contienen menos glucogeno.
Estas técnicas tienen la limitacion de que la definicion de un caso como positivo puede
variar, ya que los resultados se evalian de forma subjetiva. Ademas, se trata de pruebas de

baja especificidad y escaso valor predictivo positivo, siendo en cambio de alto valor
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predictivo negativo, por lo que son (tiles para los programas de tamizaje (26).

b- Colposcopia
Es una técnica que permite la visualizacion estereoscopica del cérvix uterino con
iluminacién y aumento (6-40x). El procedimiento habitual para la realizacién de una
colposcopia incluye la aplicacion secuencial de diferentes liquidos al cuello uterino (suero
fisiol6gico, acido acético y lugol). Se observa la zona de transformacion en busca de
anomalias, que se valoran en funcion de una serie de variables, que incluyen la tincion de
blanco con el acido acético, los margenes de la lesién, el aspecto de los vasos sanguineos y
la captacion del yodo.
La colposcopia resulta méas util como prueba de diagnostico de las lesiones cervicales como
medio para orientar las biopsias, en el caso de obtenerse una citologia positiva, como
prueba de screening. Ademas, muestra una mayor sensibilidad para la deteccion de lesiones
de alto grado y cancer, con respecto a las lesiones de bajo grado (26).
La colposcopia se ha empleado en el estudio de las infecciones por VPH, aparte de la
patologia cervical, sobre todo para la deteccion de lesiones subclinicas en vagina, vulva,
pene, ano y region perianal (26). En el caso del pene, existe un estudio que, comparando la
prevalencia de lesiones acetoblancas evidenciadas por medio de colposcopia con la
deteccion de ADN viral mediante PCR y la determinacion de la carga viral, ha demostrado
que en pacientes con mayor carga viral las lesiones acetoblancas son mas frecuentes y de
mayor tamafio (105).
La anuscopia de alta resolucién es una variante de la colposcopia para orientar las biopsias
de diagnostico de cancer anal y sus lesiones precursoras (26). La utilidad de esta técnica, no
obstante, es controvertida, ya que, a pesar de que se recomienda su uso en algunas guias de
practica clinica (106), existen autores que la consideran poco sensible y/o especifica (107)
(108).

c- Citologia e histopatologia.
El diagndstico de una infeccion por VPH basandose en la citologia es muy dificil, ya que la
mayoria de los signos citologicos, como la atipia, son indicativos de la presencia de

lesiones precursoras del cancer cervical, pero no de la infeccion por VPH en si que suele
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pasar desapercibida, a diferencia de las técnicas de deteccion de ADN viral. El dato
citolégico més orientativo de una infeccién por VPH en si misma es la coilocitosis,
consistente en la combinacion de atipia nuclear y la formacion de un halo claro peri
nuclear.

La histopatologia es también una técnica poco sensible a la hora de detectar una infeccion
por el VPH. La presencia de coilocitos en las secciones de tejido muchas veces es dificil de
evaluar ya que puede haber células con halos peri nucleares debidos a artefactos producidos

durante su procesamiento (26).

4.16.2. Métodos moleculares.

a- Deteccion de proteinas de VPH en tejidos infectados
Se basa en el uso de anticuerpos especificos frente a las proteinas tardias de la capside del
virus, las proteinas tempranas o frente a proteinas celulares que se expresan cuando una
célula esté infectada por el VPH. Pueden aplicarse a diferentes técnicas, ya sea la deteccién
de estas proteinas en citologias o0 secciones de tejido, por vision directa
(inmunohistoquimica), o0 en extractos proteicos virales (western blot o
inmunoprecipitacion) (26).
La deteccion de proteinas tardias tiene la desventaja de que solo diagnostica infecciones
productivas. Se ha realizado para la proteina L1 de VPH 16 o para las de un pool de tipos
de VPH de alto riesgo (109).
Las proteinas tempranas son dificiles de detectar debido a que se expresan en escasa
cuantia. Existen anticuerpos frente a E5, E6 y E7, que solo tienen aplicacién a estudios in
vitro, asi como un antisuero policlonal de conejo frente a E7, que sirve para detectar VPH
16 en secciones de tejido (110).
La infeccion de una célula por el VPH trastoca su ciclo celular de manera que se expresan
proteinas que normalmente no lo hacen o lo hacen en menor cuantia. La deteccién de estas
proteinas puede ser utilizada, por lo tanto, como método para diagnosticar las infecciones
por el VVPH. Es el caso del inhibidor de las kinasas dependientes de ciclina p16™“*, cuya

presencia guarda una relacion inversa con la de la proteina RB (pRb), de manera que
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aquellas células que presentan una deleccion, mutacion o inactivacion de pRb expresan

normal (111). La proteina E7 de los VPH mucosos de alto riesgo inactiva a la pRb, de

, Mmientras que esta es indetectable en las células que expresan pRb de manera

manera que las células infectadas por ellos sobre expresan p16™<*. Este hecho puede
utilizarse para detectar las infecciones por el VPH por medio de un anticuerpo monoclonal

frente a p16'™<** mediante la técnica de inmunohistoquimica (112).

b- Deteccidn de acidos nucleicos de VPH .
La deteccion del genoma de los VPH, o de los productos de su transcripcion, puede
realizarse de manera directa mediante métodos basados en hibridacion (que incluyen
southern blot, northern blot, dot blot e Hybrid Capture) y en secuenciacion del ADN.

Ademas también pueden utilizarse diferentes pruebas basadas en PCR (26)

Métodos basados en PCR.

La reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) permite
amplificar de manera selectiva fragmentos del ADN viral, para dar lugar a un producto que,
posteriormente, sera analizado por diferentes procedimientos.

Existen diferentes métodos para la deteccion de genoma de VPH basados en PCR, cuyos
datos de sensibilidad y especificidad son variables, segiin una serie de factores, sobre todo
los primers utilizados, el tamafio del producto de amplificacion obtenido y la ADN
polimerasa utilizada. Los protocolos mas ampliamente aceptados utilizan primers de
consenso que se dirigen a una zona altamente conservada del gen L1, de manera que en
teoria podrian detectar todos los tipos mucosos de VPH. No obstante, es importante sefialar
que algunos primers tienen una capacidad para detectar el ADN de determinados tipos de
VPH mayor que otros, especialmente en el caso de muestras con varios tipos de VPH, de
manera gque no son todos equivalentes (26).

Existen diferentes kits comerciales, basados en PCR, para el diagnostico molecular de la
infeccion por VPH. También existen técnicas basadas en la PCR que permiten la

cuantificacion de la carga viral de VPH, como es el caso de la PCR en tiempo real (26).
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Ademas de la determinacion de ADN de VPH, que simplemente nos sirve para detectar la
presencia del mismo, Ultimamente se da cada vez mas importancia a la determinacién de
ARN, que, en caso de ser positiva, indica que se esta produciendo una transcripcion del
genoma viral, de manera que puede servir para detectar las infecciones clinicamente
relevantes. La principal limitacion de la determinacion de ARN es la dificultad para la
conservacion de las moléculas del mismo, que se degradan muy facilmente (26).

Otra aplicacion de la PCR es le deteccion de multiples tipos virales en una muestra, que no
es posible por otras técnicas rutinarias como Captura Hibrida 2 (Hybrid Capture, HC2)
(26).

Meétodos comerciales de hibridacion de acidos nucleicos (Captura Hibrida, Hybrid
Capture®).

En la actualidad el Unico kit comercial que permite la deteccién de ADN de VPH por medio
de hibridacién es el Hybrid Capture. Se basa en la hibridacion de sondas de ARN con
secuencias complementarias de ADN de VPH en solucidn. Posteriormente, estos hibridos
son capturados por anticuerpos especificos que estan unidos a unos pocillos. Estos hibridos,
ahora fijados a los pocillos por los anticuerpos, son detectados por una serie de reacciones
que terminan dando lugar a una luminiscencia que puede cuantificarse, dando una medida
semicuantitativa de la carga viral. Permite detectar ADN de 13 tipos de alto riesgo y 5 de
bajo riesgo, aunque no discrimina qué tipos detecta en particular dentro de cada muestra.
Actualmente estd en desarrollo una nueva generacion de este test, denominada Hybrid

Capture 3, cuyo objetivo es mejorar la especificidad de la version actual (26).

Southern y Northern blot.

Se trata de dos procedimientos de hibridacion en fase sélida que permiten detectar la
presencia de ADN (southern blot) o ARN (northern blot) con gran fiabilidad. Tienen como
desventajas el hecho de requerir mucho tiempo y ser técnicamente complicados. Ademas se
necesitan grandes cantidades de 4&cidos nucleicos altamente purificados, y bien
conservados, con moléculas completas, por lo que no pueden aplicarse a cualquier muestra,

en especial a tejidos fijados. Por todo ello, no son técnicas adecuadas para estudios a gran
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escala.

A pesar de ello, el southern blot se considera el “golden standard” para la deteccion de
ADN de VPH, gracias a la gran precision y especificidad que obtiene. Ademas, permite
diferenciar el ADN integrado en el genoma de la célula infectada del que esta en forma de
episoma, y da una medida semicuantitativa de la carga viral. No obstante, la sensibilidad

del southern blot es menor que la que se obtiene mediante PCR o Hybrid Capture (26).

Hibridacioén in-situ.

Esta técnica permite la deteccion de secuencias especificas de nucleotidos en células o en
secciones de tejido, conservando su morfologia, de manera que localiza de manera precisa
los genomas estudiados en la muestra. Puede aplicarse a tejidos fijados. Permite también
conocer si el genoma viral estd en episomas o integrado en el genoma, segin como se
distribuya la sefial dentro del nucleo celular. Ademas, también se puede aplicar a la
deteccion de ARN mensajero.

Como principal limitacion de la técnica cabe citar su complejidad técnica, que impide que
pueda aplicarse a estudios epidemiolégicos a gran escala.

Comparando las diferentes técnicas para la deteccion de genoma de VPH, se puede
observar una buena concordancia entre los resultados de Hybrid Capture 2 y PCR. Ademas,
dentro de la PCR, cuando se usan métodos estandarizados, la concordancia entre los
resultados de distintos laboratorios es excelente (113).

c. Estudios seroldgicos.

Existen métodos para estudiar la respuesta humoral a diferentes antigenos del VPH, que se
detallan a continuacion.

La determinacién de anticuerpos frente a la capside del VPH permite conocer el estado de
la inmunidad protectora frente a la infeccion por dicho virus. Asimismo, aporta informacion
sobre exposicion al virus, ya sea en la actualidad o en el pasado, que podria servir para
predecir posibles lesiones malignas o premalignas asociadas al virus.

La presencia de anticuerpos frente a las proteinas E6 y E7 de los VPH tipos 16 y 18 es un
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marcador indirecto de la presencia de lesiones malignas asociadas a esos VPH. Sin
embargo, carece de utilidad como método de diagndstico de estos tumores, ya que gran

parte de los pacientes afectados por ellos no muestra estos anticuerpos (26).

4.17. Estado del arte.

Las infecciones de transmision sexual (ITS), son aquellas enfermedades causadas por
agentes infecciosos en los cuales la via sexual tiene importancia epidemiologica. Las ITS
constituyen un problema importante de salud publica debido a su elevada incidencia y
prevalencia, a demas por la gravedad de secuelas que pueden ocasionar como infertilidad,
cancer anogenital, trastornos psicologicos y sexuales, a demas de las consecuencias
econdémicas derivadas (114). Las infecciones causadas por el virus del Papiloma Humano
son una de las infecciones de transmision sexual mas frecuentes en el mundo, se
caracterizan en ciertos casos por presentar cuadros asintomaticas durante largos periodos de
tiempo, lo cual depende de la naturaleza del virus presente en el tejido infectado y la fase de
su ciclo replicativo en el interior de la celula hospedera (2)(115).

El virus del papiloma humano se caracteriza entre otras, por poseer un genoma pequefio
representado en un cromosoma circular de ADN de doble cadena, cuyos genotipos mas
frecuentemente identificados en lesiones benignas son: VPH 6 y VPH 11, asociados con el
condiloma acuminado (verrugas venéreas); lesion que es considerada cada vez mas
frecuente como una enfermedad de transmision sexual. Un fendmeno especialmente
importante en estos trastornos, es su asociacion con la displasia cervical, el carcinoma in
situ; el carcinoma epidermoide cervical y el posible papel etioldgico desempefiado por esta
familia de virus en otras lesiones especialmente papilomas laringeos, que estan siendo
comunmente reportados cada vez con mayor incidencia, puediendo ser adquiridos por via
de transmision sexual, trasmision vertical en el momento del parto y en menor proporcion
por transmision horizontal.(116). En la gran mayoria de lesiones precancerosas de alto
grado y de carcinomas cervicales invasores se han identificado los genotipos virales de alto
riesgo como: VPH 16, VPH 18 y VPH 31. EIl contacto genital es el principal factor de

riesgo para la infeccion por Virus del Papiloma Humano, este riesgo aumenta
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proporcionalmente con el nimero de parejas sexuales (117), el bajo nivel socioeconémico;
un inicio temprano de la actividad sexual; la edad temprana del primer embarazo;
multiparidad; uso de anticonceptivos hormonales, consumo de alcohol y de tabaco. (118).

La naturaleza infecciosa del VPH no se describi6 sino hasta 1894, aunque a principios del
siglo XX hacia 1907 ya se habia especulado el origen viral de las infecciones anogenitales,
que se caracterizaban por la presencia de verrugas, sin embargo, no fue sino hasta 1949 que
las particulas virales pudieron ser observadas por primera vez bajo un microscopio

electronico. Actualmente no existe ningin metodo para cultivar el VPH en tejidos (119).

Su transmision no se considerd de caracter sexual hasta 1956, cuando se comprobé la
aparicion frecuente de verrugas genitales en los soldados de la guerra de Corea que habian
tenido relaciones sexuales con mujeres afectadas por condilomas. En los afios 60 hubo un

gran incremento de las infecciones por VPH, situacion que persiste en la actualidad.

En 1963, Crawford y cols. revelaron la estructura del genoma de los papiloma virus;
aunque, debido a la falta de un procedimiento para cultivarlos y a la aparente benignidad de
las verrugas en seres humanos, se retardaron los estudios para verificar su potencial

oncogenico. (119).

En los afios setenta, Zur Hausen sugirio al VPH como un candidato a la genésis de las
neoplasias del sistema genital; en la misma época Meisel descubrid, una lesion
condilomatosa de cérvix inducida por el VPH; resaltandolo intranuclearmente en las células

coilociticas asociadas con neoplasia intraepitelial cervical.

En el siguiente decenio se inicio el aislamiento de diferentes genotipos de papiloma virus
en humanos; los primeros fueron los tipos 6 y 11 en las verrugas genitales y después los
tipos 16 y 18 en biopsias de carcinoma de cuello uterino. A pesar de estos avances, tuvieron
que pasar varios afios para que se aceptara la causa—efecto entre el papiloma virus y el
cancer de cuello uterino (119). Las secuencias de ADN viral en las lesiones preneoplésicas,
en los canceres e incluso en metastasis de canceres del epitelio estratificado plano sustentan
con firmeza, la posibilidad de que el virus del papiloma humano desempefie un papel

etiolégico en el desarrollo del cancer cervical, de vagina y de vulva (120).
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Dentro del amplio rango de manifestaciones clinicas asociadas a los genotipos virales 6 y
11 se puede destacar la papilomatosis respiratoria recurrente (PRR), enfermedad
caracterizada por la prpliferacion de papilomas escamosos en el tracto aerodigestivo
(121)(122)(35). La PRR es la neoplasia benigna mas comun en nifios y la segunda causa
mas frecuente de disfonia cronica infantil (123). A pesar de que es una enfermedad
beningna que normalmente involucra solamente la laringe, la PRR tiene un curso clinico
impredescible, tiende a la recurrencia y a extenderse al resto del tracto aerodigestivo y

llegando a sufrir transformacion maligna en un 3% a 7% de los casos. (124)(125).

La PRR presenta una distribucién bimodal con una forma infantil y otra adulta. La de
aparicion infantil ocurre en nifios menores de 5 afios, mientras que el segundo pico ocurre
entre los 20 y 40 afios de edad, posiblemente asociado a la activacion del virus latente
desde la nifiez 0 exposicion a en la vida adulta por contacto sexual. La manifestacion
clinica antes de los 3 afios es un factor de riesgo para que el paciente presente enfermedad
severa (34)(125-129).

En la actualidad son muchos los tipos de VPH que infectan el aparato genital,
transmitiéndose sexualmente. El 1, 6, 10, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 41 y 42 son los mas
frecuentemente implicados. ElI 6 y el 11 suelen estar relacionados con la aparicion de
lesiones condilomatosas en vagina, vulva y cérvix CIN (I-11-111) y de vulva VIN (I-11-111),
ademas el 33 se asocia con carcinoma maligno de cérvix. El 2,6 y 11 se asocian papilomas

laringeos (que se transmiten de la madre al hijo en el momento del parto) (130).
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivos.

5.1.1. Objetivo General.
Determinar la Prevalencia de ADN del VPH en muestras de mucosa oral en un grupo de
nifilos menores de 2 afios y en muestras de mucosa oral de sus madres.

5.1.2. Objetivo Especifico.
Identificar los genotipos de VPH de alto riesgo (AR), bajo riesgo (BR) vy sus cofactores de
riesgo en las muestras de mucosa positivas para el virus.

5.1.3 Objetivo Especifico.
Evaluar la concordancia de la presencia del VPH en las muestras de mucosa oral de los
nifios y sus madres.

37



6. MATERIALES Y METODOS.

6.1.1. Descripcion general del estudio

Esta investigacion correspondié a un estudio piloto de tipo corte transversal donde se
incluyerén 76 parejas participantes, de quienes se obtuvieron las muestras de mucosa oral
tanto de mujeres como de sus hijos menores de dos afos; obtenidas del banco de
participantes del proyecto financiado por la Universidad del Valle titulado: “Efecto de la
complementacion con micronutrientes antioxidantes durante la gestacion sobre la
regulacion epigenética de los genes relacionados con estrés oxidativo en el nifio menor de
dos afios”, dicho banco estuvo constituido por 400 participantes, se realiz6 el calculo para
el tamafio de muestra en el software Epi Info versiéon 7.1.5, con un intervalo de confianza
del 95% y un error relativo del 10%, lo cual nos permitio establecer para la poblacién
establecida en el banco de participantes un total de 78 unidades muestrales que para nuestro
estudio contituyeron 78 parejas conformadas por madre e hijo, de las cuales solo 76 parejas
cumplieron los criterios de inclusidn y exclusion para ser participantes de este proyecto.

Las muestras Fueron tomadas mediante raspado superficial con citocepillo estéril para la
determinacién de la presencia del DNA viral, por personal previamente entrenado y
aplicando correctamente las medidas de bioseguridad. De cada paciente se consignaron
datos de sexo, edad, nivel de escolaridad, caracteristicas sociodemogréficas y se
establecieron los factores de riesgo de la infeccion mediante la aplicacion de una encuesta
basada en los estudios previos para determinar los factores de riesgo para la deteccion del
ADN del VPH que permitio determinar sus estilos de vida, historia reproductiva y
antecedentes de actividad sexual, a demé&s por cada menor de edad se consignd un
consentimiento informado que fue debidamente comprendio y firmado por el representante

legal del menor en presencia de dos testigos.

Los procedimientos que se realizan para cumplir con todos los objetivos especificos
expuestos seran: toma de la muestra de mucosa oral; extraccion del ADN; deteccién de la
presencia del VPH; identificacion de los genotipos virales presentes en cada muestra, de

detectarse el genotipo VPH 16 se procedera a la medicién de su carga viral; determinacion
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del estado fisico del genoma del VPH 16; secuenciacion del VVPH para determinar
genotipos del VPH y variantes moleculares del VPH 16.

Los procedimientos que se realizan para cumplir con todos los objetivos especificos
expuestos seran: toma de la muestra de mucosa oral; extraccién del ADN; deteccién de la
presencia del VPH; identificacién de los genotipos virales presentes en cada muestra, de
detectarse el genotipo VPH 16 se procedera a la medicién de su carga viral; determinacion
del estado fisico del genoma del VPH 16; secuenciacion del VPH para determinar

genotipos del VPH y variantes moleculares del VPH 16.

6.1.2. Criterio de seleccion de la poblacion.

6.1.2.1. Criterio de inclusion.

Para las madres:

¢ Ser mayor de edad (>18 afios de edad)

Comprender y firmar el consentimiento informado

Diligenciar la encuesta sobre datos sociodemogréaficos y de comportamiento sexual

No haber consumido alimentos por lo menos dos horas antes de la toma de muestra.
[ ]
Para los nifios:
e Tener <2 afios de edad
e Consentimiento informado comprendido y firmado por el representante legal.
e El representante legal previamente a la toma de muetsra haya diligenciado la
encuesta sobre datos sociodemograficos del menor de edad.

¢ No haber consumido alimentos por o menos dos horas antes de la toma de muestra.

6.1.2.2. Criterio de exclusion.

Para las madres:
e Ser menor de edad (<18 afios de edad)

e No haber participado en el proyecto titulado “Efecto de la complementacion con
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micronutrientes antioxidantes durante la gestacion sobre la regulacion epigenética
de los genes relacionados con estrés oxidativo en el nifio menor de dos afios”.

e Asistir a la cita de consulta sin el nifio menor de dos anos.

Para los nifios:
e Asistir a la cita de consulta sin la madre.
¢ No haber participado en el proyecto titulado “Efecto de la complementacion con
micronutrientes antioxidantes durante la gestacion sobre la regulacién epigenética
de los genes relacionados con estrés oxidativo en el niflo menor de dos afios”.

o No tener autorizacion del representante legal para participar en la investigacion.

6.1.3. Procedimiento de captacion de pacientes

Para captar los pacientes se disefiaron dos manuales de procedimientos disponibles en el
Laboratorio de biologia molecuar del grupo de Nutricion, Bioguimica y Biologia molecular

de la Universidad del Valle.

Los participantes se captaron mediante un sorteo realizado al azar donde tuvieron la misma
probabilidad de ser elegidos de entre la poblacion participante del proyecto titulado:
“Efecto de la complementacion con micronutrientes antioxidantes durante la gestacion
sobre la regulacion epigenética de los genes relacionados con estrés oxidativo en el nifio
menor de dos afios”.

Una vez seleccionados los participantes se contactaron via telefonica, se les presento los
objetivos del proyecto y se invitaron a participar de el, posteriormente se les comunico la
fecha, hora y lugar donde se realizaria la intervencion con el fin de que las participantes y
sus hijos cumplieran a la citacion.

Luego de que los participantes llegaran a a cita de intervencion se procedié a explicar
nuevamente los objetivos del proyecto, y la metodologia para la toma de la muestra, se les
presento el consentimiento informado y se les explicd cada punto del mismo, una vez
compredido las participantes accedieron a participar del estudio y con ellas también sus
hijos.
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Posterior a esto se les aplicd de manera indivual y en presencia de un profesional de la
salud, la encuesta que tuvo como objetivo recolectar informacion a cerca de datos
socioemograficos de madres y de sus hijos y comportamiento sexual de las madres,

finalizado este paso se procede a la toma de muestra de la mucosa oral en cada participante.

El objetivo de esta actividad fue promover la intervencion de participantes adultos y
menores de edad que serian la base de este estudio al permitir recolectar la muestra de
mucosa oral y los datos sociodemograficos y de comportamiento sexual que fueron el punto
de partida para el desarrollo de esta investigacion . El lugar destinado para este fin fue: el
edificio 100 de la facultad de salud de la Universidad del Valle Sede San Fernando,
correspondiente a Nutricion, Desarrollo y Medicina Familiar. Se apoyd esta actividad con
personal entrenado para la captacion de la muestra, el diligenciamiento de la encuesta y del

consentimiento informado y con recursos fisicos.

6.1.4. Procedimiento para obtener consentimiento.

Se procedidé a explicar a cada una de las participantes los objetivos del proyecto, y la
metodologia para la toma de la muestra, se les present6 el consentimiento informado y se
les explico cada punto del mismo, una vez comprendido las participantes accedieron a
participar del estudio y con ellas también sus hijos, eso se evidencia en la firma del
consentimiento en presencia de dos testigos.

Personal entrenado en presencia del coordinador del trabajo de campo ejecut6los

procedimientos para obtener el consentimiento.

6.1.5. Procedimiento de toma de muestras .

Posterior a la aplicacion del consentimiento informado, se les aplico de manera indivual y
en presencia de un profesional de la salud, la encuesta que tuvo como objetivo recolectar
informacion a cerca de datos socioemograficos de madres e hijos y comportamiento sexual
de las madres, finalizado este paso se procede a la toma de muestra de la mucosa oral en

cada partcipante.
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La toma de muestra fue realizada por dos profesionales en bacteriologia y laboratorio
clinico egresados de la Universidad del Valle pertenecientes del Grupo de Investigacién en
Nutricion, Bioquimica y Biologia molecular de la universidad en mencién. Sin embargo la
coordinacion y la presencia fisica en el desarrollo de todas las fases del trabajo de campo
estuvieron a cargo del estudiante de doctorado, el estudiante de maestria y el investigador
principal de este trabajo de tesis.

Para una adecuada toma y manejo de muestras se disefiaron protocolos que se encuentran
disponibles en los manuales de procedimientos del Laboratorio de Microbiologia y
Biologia Molecular del Grupo de Investigacion en Nutricion, Bioguimica y Biologia

molecular de la Universidad del Valle.

6.1.5.1. Protocolo para la toma de muestras.

El objetivo de la toma de muestra de mucosa oral es principalmente la coleccion de células
del epitelio estratificado mucoso de la cavidad oral. Para ello se describira a continuacién el
procedimiento completo que se llevo a cabo.

Como primera medida, fue necesario tener a la mano y disponibles los materiales que se
utilizaron durante el procedimiento, para ello se requirieron citocepillos esteriles y la
solucion transportadora que para este caso serda buffer fosfato salino (PBS 10%). Un vez
listos los materiales y firmado el consentimiento ético por cada participante, se realizo la
toma del raspado de mucosa oral con el hisopo estéril, mediante movimientos circulares por
aproximadamente 20 veces, luego de terminar el procedimiento, el citocepillo fue
introducido en un tubo eppendorf nuevo libre de ADN, RNA, DNAsas y RNAsas que
contenia 500 uL de PBS al 10%, para su posterior transporte al lugar de porcesamiento que
fue el labortorio del grupo de nutricidn, bioquimica y biologia molecular de la Universidad
del Valle.

Este procedimiento se realiz6 tanto a la madre como al hijo teniendo en cuenta de aplicar
todas las normas de bioseguridad establecidas en la normatividad del pais y de la
Universidad del Valle
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6.1.6. Procedimientos.

Todos los procedimientos que se describen a continuacion se realizaron para cumplir con

todos los objetivos especificos.

6.1.6.1. Extraccion del ADN.

El ADN de las muestras de mucosa oral, fueron extraidas con el Kit comercial: Puregene
Bucal Cell Kit (400) de QIAGEN, siguiendo el protocolo del fabricante. Posteriormente, se
calculo las concentraciones y grado de pureza del ADN, absorcion (260/280) entre 1.8 a

2.0, con el espectrofotémetro de Gltima generacion Nanodrop.

6.1.6.2. Deteccion del VPH.

La presencia de ADN del VPH se analizd en todas las extracciones de ADN obtenidas de
las muestras de mucosa oral de la madre y su hijo por el método de amplificacion molecular
de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con un amplio espectro de cebadores
MY09/MY11 y GP5+/GP6+ para VPH (130).

Para cada amplificacion se utilizd6 un volumen de 25 uL de mezcla de reaccion que
consistio de 0.2 ng de dNTPs, 10 pmol de cada cebador, Buffer Tag 1x (100 mM tris-HCI
(pH entre 8 y 9 a 25°C) y 15mM de MgCI. Se agregaron 5 pL del ADN de cada muestra y
1,5 unidades de AmpliTag Gold (Perkin Elmer), por mezcla de reaccion. Para cada ensayo
se empled como control positivo de la amplificacion una muestra de ADN extraida de
células HELA. Como control negativo se realizd la amplificacion con la mezcla de reaccion
en ausencia de ADN. La amplificacion se efectud en un equipo termociclador automatico
(MJ Research PTC-100®) empleando un programa que consistié de 40 ciclos con el
siguiente esquema: 1 min a 94°C seg, 1 min a 45°C y 1 min a 72°C, con una extension final
de 5 min a 72°C para completar los fragmentos. El fragmento amplificado se visualizo
mediante la separacion por peso molecular mediante electroforesis en geles de agarosa al
2%, utilizando para la tincidn el reactivo no contaminante, ni perjudicial para la salud, EZ
vision in gel solution 10,000X AMRESCO, la presencia de ADN del Virus del Papiloma
Humano fue posible debido a la exposicion a la luz ultravioleta del gel de agarosa tefiido

previamente.
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6.1.7. Andlisis estadistico.

Toda la informacion obtenida se registro en la base de datos disefiada para tal fin. El
analisis de datos se realizo empleando el programa estadistico SPSS, edicién 15.0 para
Windows (“Statistical Package for the Social Sciencies”). Una vez recolectados la totalidad
de los datos se aplicd un andlisis estadistico, descriptivo de los resultados, se realizo un
analisis de las distribuciones de frecuencia y de las medidas de tendencia central. (media,
mediana, varianza) en el grupo de estudio, la asociacion entre la presencia del VPH vy las
variables sociales y ginecobtetricas, fue determinada empleando el test de ji-cuadrado con
un grado de significancia de 0.05 y un nivel de confiabilidad de 95%.

La presencia de DNA viral fue cruzada con cada una de las variables sociodemograficas. La
posible asociacion, fue determinada empleando el test de ji-cuadrado con un grado de
significancia de 0.05 y un nivel de confiabilidad de 95%. Para determinar la significancia
estadistica (p <0,05) se realizo un andlisis univariado y bivariado. La variable dependiente

sera la presencia del Virus del Papiloma Humano por método de la PCR convencional.

6.1.8 Consideraciones éticas

El Comité Institucional de Revision Etica Humana(CIREH), de la Facultad de Salud de la
Universidad del Valle, regido por la resolucion 008430 del 4 de octubre de 1993 del
Ministerio de Salud de Colombia, por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas
y administrativas para la investigacion en salud, aprobo la realizacion de este proyecto,
dejandolo establecido en el Acta de Aprobacion N° 05-013 del primero (01) de Marzo del
afio 2013. (Anexo 2)

6.2. Resultados.
A continuacién se indican los resultados del analisis frecuencial y porcentual de los datos
que permitieron correlacionar los factores sociodemograficos asociados con la infeccion

por el Virus del Papiloma Humano en cavidad oral.
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6.2.1. Caracteristicas sociodemograficas de la poblacion de mujeres participante.

Se incluyeron 76 participantes mujeres con edades comprendidas entre 18 y 34 afios de
edad, 61.8% (n=47) pertenecia al estrato social 1, el 69.7% (n=53) vive en union libre, el
2.6% (n=2) manifestd habitos del cigarrillo, el 59.2% (n=45) no consume alcohol y el
86.8% (n=66) no consume sustancias sicoactivas. (Tablas 1).

Tabla 1. Caracteristicas sociodemogréificas de madres participantes en esta
investigacion residentes en Cali-Colombia

. Mujeres
Caracteristicas n (76) o
Edad
18-21 34 44.7
22-25 30 39.5
26-29 9 11.8
30-34 3 3.9
Estrato Social
1 47 61.8
2 26 342
3 2 2.6
4 1 1.3
Estado civil
Soltera 17 223
Unidnlibre 53 69.7
Casada 3 3.9
Separada 3 3.9
Hébito de Cigarrillo
Nunca ha fumado 52 68.4
Exfumador 22 28.9
Fuma Actualmente 2 2.6
_Ingesta de alcohol
Si 28 36.8
No 45 59.2
Otros l 1.3
No responde 2 2.6
Consumo de sustancias psicoactivas
Si 10 13.2
No 66 B6.8

6.2.2. Caracteristicas ginecobstetricas de las mujeres participantes.

De las 76 mujeres encuestadas, 61.8% (n=47) tuvo su menarquia entre los 14 y 14 afos de
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edad, 51.3% (n=39) manifestaron que entre los 13 a 16 afios de edad tuvierdn la primera
relacion sexual, 82.9% (n=63) tuvieron un (1) embarazo, el 76.6% (n=59) presentaron
parto vaginal, el 86.8% (n=66) no presentaron abortos, el 72.4% (n=54) son activas
sexualmente en el momento de la encuesta, el 93.4% (n=71) no presentaron enfermedades

de transmision sexual y el 71.1% (n=54) no presentaron verrugas corporales. (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas ginecobstetricas de madres participantes en esta
investigacidn residentes en Cali-Colombia

;g Mujeres
Caracteristicas n (76) J m
Menarquia
9-11 13 17.1
12-14 47 61.8
13-17 16 21
Edad de la primera relacion sexual
13-16 39 51.3
17-20 34 449
21-23 3 39
No. Embarazos
63 82.9
2 11 14.5
3 2 1.6
Tipos de partos
Vaginal 39 T77.6
Cesdrea 17 22.4
No. Abortos
0 66 86.8
| 9 11.8
2 | 1.3
Actividad sexual
5i 55 T2.4
No 21 27.6
Enfermedad de transmision sexual
5i 2 2.6
No 71 0314
No sabe/No responde 3 39
Presencia de Verrugas
5i 21 27.6
No 54 T1.1
No sabe | 1.3
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6.2.3. Caracteristicas sociodemogréficas de nifios menores de 2 afios participantes.

Se incluyeron 76 participantes nifios menores de 2 afios de edad de los cuales, el 50%
(n=38) fue de sexo femenino, 77.6% (n=59) de la poblacion nacio por parto natural, el
23.7% (n=18) asistio a la guarderia y en ninguno de los nifios se manifestd la presencia de

verrugas corporales. (Tabla3).

Tabla 3. Caracteristicas sociodemogrificas de nifios menores de 2 aiios participantes
¢n esta investigacién residentes en Cali-Colombia

.. Nifios
Caracteristicas n (76) m
Sexo
Femenino 3% 5000
Masculino 38 50.0
Tipo de parto
Natural 59 77.6
Cesarea 17 224
Asistencia a guarderia
51 18 23.7
No 58 76.3
Presencia de verrugas.
Si 1] 0.0
No 76 100.0

6.2.4. ldentificacion de la presencia del VPH en muestras de mucosa oral en nifios

menores de 2 afios y en mucosa oral de sus madres

En las muestras de mucosa oral obtenidas apartir de mujeres, la presencia positiva del virus
del VPH con respecto a las caracteristicas socio demogréficas, mostro los siguientes
resultados: Se detectdé presencia de ADN del VPH en 6.6% (n=5) de las mujeres
participantes, 2.6% (n=2) de ellas se encontraba en el rango de edad de 18 a 21 afios, 2.6%
(n=2) entre los 26 y 29 afios y 1.3% (n=1) entre 30- 34 afios de edad, con una significancia
estadistica de p= 0.040; Todas las mujeres positivas para VPH en mucosa oral 6.6% (n=5)
pertenecieron al estrato social 1 con un p= 0.170; 5.3% (n=4) manifestaron vivir en union
libre y 1.3% (n=1) eran solteras al momento de la encuesta, no se obtuvieron diferencias

significativas al compararlo con las demas caracteristicas p= 0.824; 6.6% (n=5)

47



manifestarén nunca haber fumado con un p=0.138; 3.9% (n=3), manifestaron consumer
licor, 1.3% (n=1) no manifestaron el consume de licor y el 1.3% (n=1) no sabia o no
respondio la pregunta no se obtuvieron diferencias significativas al compararlo con las
demas caracteristicas p= 0.142; Ninguna mujer positiva para el VPH en cavidad oral
manifesté condumir sustancias psicoactivas. (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas sociodemogrificas y presencia de VPH en mucosa oral de
madres participantes en esta investigacion residentes en Cali-Colombia

Caracteristicas n{76) VPH-(%) VPH+({%) P
Edad
18-21 34 32(42.1) 2{2.6)
22-25 30 30(39.5) 0
26-29 9 7(9.2) 2(2.6) 0.040
30-34 3 2{2.6) 1(1.3)
Estrato Social
| 47 42 (55.2) 5(6.6)
2 26 26 (34.2) 0 0170
3 2 2 (2.6) 0 '
4 1 1 (L.3) 0
Estado civil
Soltera 17 16 (21.1) 1(1.3)
Unidn libre 53 49 (64.5) 4(5.3)
Casada 3 3 (3.9) 0 0.524
Separada 3 3 (3.9 0
Hibito de Cigarrillo
Nunca ha fumado 52 47 (61.8) 5(6.6)
Exfumador 22 22 (29) 0 0.138
Fuma Actualmente 2 2 (2.6) ]
Ingesta de alcohol
Si 28 25(31.9) 3(3.9)
No 45 44 (57.9) 1(1.3)
Otros | 1 (1.3) 0 0.142
No responde 2 1 (1.3) 1{1.3)
Consumo de sustancias psicoactivas
Si 10 10 (13.1) 0
No 66 61 (80.3) 5 (6.6) 0.226

Al evaluar la presencia del virus de VPH con respecto a las caracteristicas de
ginecobstetricas de las madres participantes, se encuentrd que de las 76 mujeres

participantes sélo 6.6% (n=5) fueron positivas para el VPH en la mucosa oral, 1.3% (n=1)
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de las mujeres encuestadas positivas para el virus manifesté la menarquia a la edad de 9 a
11 afios, mientras que 2,6% (n=2) manifestaron la menarquia de los 12 a 14 afios de edad y
de 15 a 17 afios de edad ambos intervalos con la misma frecuencia, no se obtuvieron
diferencias significativas al asociar estas caracteristicas con la presencia del VPH en
mucosa oral manifestando un p= 0.541; 2,6% (n=2) de las mujeres participantes positivas
para el virus manifestaron haber tenido el primer contacto sexual de 13-16 afios de edad,
2,6% (n=2) de los 17 a los 20 afios y 1,3% (n=1) de Iso 21 a los 23 afios de edad, no se
determine asociacion estadistica p= 0.356; 5.3% (n=4) de las mujeres con un solo embarazo
y 1,3% (n=1) con dos embarazos, fueron positivas para el virus con p= 0.827; segun el tipo
de parto, se evidencié que 3,9% (n=3) de las mujeres participantes positivas para el virus
dio a luz a sus hijos por cesaréa mientras que el 2,6% (n=2) dio a luz por parto vaginal con
un p= 0.059; el 53 % (n=4) de las mujeres participantes positivas para el virus
manifestaron que nunca se sometieron a un aborto mientras que el 1,3% (n=1) manifesto
practicarse un aborto, no se evidencia una asociacion estadistica p= 0.811; Todas las
muejeres participantes positivas para el virus, 5,6% (n=5) indicaron ser sexualmente
activas al momento de la encuesta, evidenciandose una significancia estadistica de p=
0.067, igualmente, el 6.6% (n=5) de las mujeres participantes que resultaron positivas para
el virus, nunca presentaron ninguna enfermedad de transmission sexual, p= 0.931; 2,6%
(n=2) confirmaron la presencia de verrugas en cualquier localizacion corporal mientras que
3,9% (n=3) no lo manifestaron no se evidencio asociacidne estadistica entre estas variables
p=0.781. (Tabla 5).
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Tabla 5. Caracteristicas ginecobstetricas y presencia de VPH en mucosa oral de
madres participantes en esta investigacion residentes en Cali-Colombia

Caracteristica n{76) YPH-(%) VPH+(%) P
Menarquia
9-11 13 12 (15.8) 1(1.3)
12-14 47 45(59.2) 2(2.8) 0.541
15-17 16 14 (18.4) 2{(2.6)
Edad de la primera relacién sexual
13-16 39 37 (48.7) 2(2.8)
17-20 34 32(42.1) 2(2.6) 0.356
21-23 3 2{2.6) 1(1.3)
No. Embarazos
| 63 59 (77.6) 4(53)
2 11 10(13.2) 1(1.3) 0.827
3 2 2(2.6) 0
Tipos de partos
Vaginal 59 57(73) 2(2.8) 0.059
Cesarea 17 14 (18.4) 3(3.9) '
No. Abortos
0 66 62 (Bl.6) 4(53)
| 9 8(10.5) 1(1.3) 0.811
2 1 1(1.3) 0
Actividad sexual
5i 55 50 (65.8) 5(6.6)
No 21 21 (27.6) 0 0.067
Enfermedad de transmisidn sexual
5i 2 2(2.8) 0
No 71 66 (B6.8) 5(6.6) 0.931
No sabe/ No responde 3 3(3.9) 0
Presencia de Verrugas
5i 21 19 (25) 2(2.8)
No 54 51(67.1) 339 0.781
No sabe 1 1(1.3) 0

Finalmente, con respecto a las caracteristicas sociodemogréficas de la poblacion infantil
participante y la presencia del VPH en mucosa oral se pudo evidenciar que el Unico nifio
positivo para el VPH fue de sexo femenino 1,3% (n=1), p=0.237; nacié por parto natural
1,3% (n=1), p=0.475; asistia a la guarderia 1,3% (n=1), p=0.232; y no manifesto verrugas

en ninguna localizacion corporal. (Tabla 6).
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Tabla 6. Caracteristicas sociodemograficas y presencia de VPH en mucosa oral de nifios
menores de 2 afios participantes en esta investigacidén residentes en Cali-Colombia

Caracteristicas n(76) VPH-{%) VPH+(%) P
Sexo
Femenino 38 37(48.7) 1(1.3)
Masculino 38 38(50.0) 0(0) 0.237
Tipo de parto
Natural 59 58(76.3) 1(1.3)
Cesaria 17 17(22.4) 0(0) 0.473
Agsistencia a la guarderia
Si 18 17(22.4) 1{1.3)
No 58 58(76.3) 0(0) 0.232
Presencia de verrugas
Si 0 0{0) 0(0)
No 76 T5(98.7) 1(1.3)

6.2.4. Presencia del Virus del Papiloma Humano en cavidad oral de nifios menores de
dos afos y las madres participantes

De las 76 madres encuestadas, solo el 6,6% (n=5) fuercon positivas para el virus
encontrandose los siguientes genotipos virales en la cavidad oral: dos (2) madres con VPH
11; dos (2) madres con VPH 43 y una madre (1) con VPH 72, mientras que de los 76
participantes menores de dos afios solo al 1,3% (n=1) se le detecto la presencia del VPH 6
en la cavidad oral. (Figura 1) (Tabla 7).

Figura 1. Presencia del Virus del Papiloma

Humano en cavidad oral de nifilos menores
de dos aios y las madres participantes .
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Tabla 7. Presencia del ¥irus del Papiloma Humano en cavidad oral de nifios menores de
dos aiios y las madres participantes

Caracteristicas Frecuencia (n)
Genotipos detectados en mucosa oral de madres
VPH 11 2
VPH 43 2
VPH 72 |
Genotipos detectados en mucosa oral de nifios
VPH 6 |

En este trabajo no se logré determinar asociacion entre la presencia del VPH en cavidad
oral de las madres con respecto a los hijos ya que los resultados no fueron pareados entre si;
los hijos de las cinco (5) madres a las cuales se les detectd VPH en cavidad oral fueron
negativos para el virus en esta localizacion corporal, al igual que para el Unico participante
positivo para el VPH en cavidad oral, provino de una madre negativa para el virus al

momento del estudio.
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7. DISCUSION.

En este estudio se evaluad la presencia del ADN del VPH en células de mucosa oral de un
grupo de nifios menores de dos afios y sus respectivas madres, asociandolo con las
caracteristicas sociodemograficas de nifios y con las caracteristicas ginecobstetricas de las

madres participantes, las cuales estuvieron ubicadas en un rango de edad entre 18 y 34
afios, manifestaron ser sexualmente activas al momento de la encuesta, con caracteristicas
heterogéneas respecto a su estado civil, de ellas 64.5% (n=49) vivian en unién libre y
manifestando diferentes patrones de comportamiento.

En este trabajo no se logré determinar asociacion entre la presencia del VPH en cavidad
oral de las madres con respecto a la presencia de VPH en cavidad oral de los hijos ya que
los resultados no fueron pareados, pudiendo estar relacionado con el pequefio tamafio de
muestra utilizada en este estudio piloto y discordando de estudios como el realizado en
Finlandia por Rintala y col en el 2005 los cuales reportaron una asociacion entre la
presencia del VPH y los genotipos virales detectados tanto en cavidad oral de las madres
como de sus hijos quienes no superaban los dos afios de edad, en este estudio se obtuvieron
muestras de 76 familias conformadas por madre, padre e hijo en una cohorte de dos afios
(23).

Los resultados obtenidos no fueron estadisticamente significativos con respecto a la
asociacion entre los factores de riesgo tales como: el estrato social, estado civil, habito del
cigarrillo, ingesta de alcohol, consumo de sustancias psicoactivas, sexo, asistencia a la
guarderia, presencia de verrugas, caracteristicas ginecobstetricas y la deteccion del ADN
del VPH en cavidad oral, de acuerdo a los estudios previos, reportados desde 1989 hasta el
2011 (132-134).

En este trabajo no se encontraron diferencias estadisticas significativas entre el consumo
de alcohol y la presencia de VPH, aunque el 3.9% (n=3) de las participantes, fueron
positivas para el VPH y manifestaron consumir licor al momento del estudio, reportandose
estudios epidemioldgicos previos que relacionan la infeccion por VPH en las vias
digestivas superiores con el consumo de alcohol (134), el 1.3% (n=1) de las participantes

encuestadas que fueron positivas para el VPH en cavidad oral manifestaron no consumir
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alcohol y el 6.6% (n=5) manifestaron no tener habitos de consumo de tabaco, se ha
establecido al consumo de tabaco (135,138) y alcohol (136-137)como factores de riesgo
para la infeccion de las vias digestivas superiores sin embargo una pequefia proporcion del
15-20% de los casos se desarrollan en individuos que manifiestan no tener relacion alguna
con dichos factores de riesgo (134-138).

Respecto a las caracteristicas ginecobstetricas tales como: la menarquia, edad de la primera
relacion sexual, nimero de embarazos, tipos de partos, nimero de abortos, actividad sexual,
enfermedad de transmision sexual y presencia de verrugas, la significancia estadistica fue
mayor a p=0.05; todas las participantes que fueron positivas para el virus 6,6% (n=5)
manifestaron ser sexualmente activas al momento de la encuesta, el 1,3% (n=1)
manifestaron su menarquia entre los 9 y 11 afios de edad, el 2,6% (n=2) tuvieron su primera
relacion sexual entre los 13 y 16 afios de edad, 5,3% (n=4) solo presentaron un unico parto
y ningln aborto; todas las caracteristicas mencionadas anteriormente se han reportado
como factores de riesgo para el desarrollo no solo de cancer cervical sino también para la
infeccion por VPH en las vias aerodigestivas superiores, en estudios realizados en mujeres
qgue no han iniciado su actividad sexual demuestran la presencia del VPH, a demas de
corroborar el mecanismo de transmision sexual, se plantean otros mecanismos de
transmision para este virus y su dependencia de las hormonas glucocorticoides liberadas en
el embarazo. (139). Por otro lado en el embarazo el sistema inmunol6gico se suprime
aumentando el riesgo del desarrollo de infecciones (140)

Al igual que en otras investigaciones, en este estudio piloto se encontrd que la presencia del
VPH es mayor en participantes pertenecientes a condiciones socio econdmicas media—baja,
en quienes coinciden ademas otros factores de riesgo como el estado civil y el consumo de
sustancias psicoactivas que fueron evaluados en esta poblacion, todas las participantes que
fueron positivas para el VPH en mucosa oral 6,6% (n=5) pertenecieron al estrato
socioeconoémico 1, 5,3% (n=4) manifestaron tener una relacion de unién libre con su pareja
y ninguna de las participantes positivas manifestaron el consumo de sustancias
psicoactivas; aunque para este estudio, tampoco se evidencié una diferencia
estadisticamente significativa entre los pacientes positivos con VPH vy los dichos factores

de riesgo, se plantea la necesidad de realizar otros estudios en donde se evallien grupos
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poblacionales mayores con caracteristicas y factores de riesgo variados que permitan
plantear una asociacion mas amplia con respecto a las caracteristicas evaluadas tal como se
reportan en estudios realizados por Cason J y col y MArtinelli M y col en 1995 y 2012
respectivamente (141) (142).

En la muestras de mucosa oral de los participantes menores de dos afios, la presencia del
VPH en dicha localidad, no evidencié diferencias estadisticas significativas con respecto a
las caracteristicas evaluadas para este grupo de estudio, el Unico participante positivo 1,3%
(n=1), fue de sexo femenino, naci6 de un parto vaginal, asistia a la guarderia y no present6
verrugas en ningin area de su cuerpo; se han reportado en numerosos estudios que la
infeccion puede adquirirse en diferentes etapas de la vida, demostrandose la presencia del
VPH en poblacion infantil, adolescentes y adulta, también se ha detectado el ADN del
VPH en el liquido amnidtico, las membranas fetales, la sangre del cordén umbilical y la
placenta, lo que indica que los recién nacidos pueden estar expuestos a infeccion cervical
por VPH proveniente de la madre intrauterinamente y/o en el momento del parto (21) (143).
Los modos de transmision viral en los nifios son controvertidos, siendo el método mas
evidente el contacto directo y la transmision prenatal o en el parto, aunque no esta claro con
qué frecuencia progresan las lesiones clinicas, ya sea genitales, de laringe o bucales (22).
En otras investigaciones reportaron la transmision vertical del VPH de la madre al nifio,
detectando ADN del VPH en el recién nacidos con madres VPH positivas, una transmision
de la infeccion que pudo ser durante el embarazo o el parto (144). En 1993 en un estudio
analizaron las células epiteliales del cuello uterino de madres infectadas con el VPH
después de seis semanas del parto y las células epiteliales de la mucosa bucal de sus bebes.
La deteccidn del VPH se realiz6 mediante reaccion en cadena de polimerasa (PCR) y en los
resultados once madres tenian VPH genital y ocho hijos de estas madres tuvieron un
idéntico genotipo de VPH en las muestras de la mucosa bucal. Concluyeron que se puede
transmitir el VPH del cuello uterino de la madre a la mucosa bucal del nifio y que esta

transmision puede ser en el parto o durante el periodo prenatal (145).

En este estudio piloto, los genotipos encontrados en la cavidad oral de las madres positivas
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fueron: VPH11, VPH43 y VPH72, mientras que en el participante menor de dos afos solo
se detecto el VPHG6, cada tipo de VPH encontrado en este estudio, se encuentra asociado
con el desarrollo de lesiones especificas que se localizan en regiones anatomicas definidas
del epitelio escamoso cutaneo y mucoso. De las patologias producidas por estos tipos de
VPH, las manifestaciones bucales son el tipo de lesién epitelial mas frecuente y puede
presentarse a cualquier edad, el tamafio no supera el centimetro de didmetro y afecta con

mayor frecuencia a mucosa labial, lengua, encia, Uvula y paladar blando (146).

8. CONCLUSIONES.
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Con respecto a los resultados hallados en este estudio piloto y respecto a los objetivos

planteados se concluye lo siguiente:

El 6.6% (n=5) de las mujeres participantes en esta investigacion fueron positivas
ante el hallazgo del VPH en mucosa oral, mientras que el 1,3% (n=1) de los nifios
menores de dos afios participantes en este estudio fueron positivos para el VPH en

cavidad oral.

Los genotipos identificados en la mucosa oral de las madres e hijos fueron de bajo
riesgo y reportados como causantes de infecciones y patoldgias en la cavidad oral y
las vias aerodigestivas superiores; los genotipos identificados en la mucosa oral de
las madres fueron: VPH11, VPH43 y VPH 73; y el genotipo identificado en la
cavidad oral del nifio menor de dos afios participante en este estudio fue: VPHG6.

En este trabajo no se logré determinar asociacion entre la presencia del VPH en
cavidad oral de las madres con respecto a los hijos ya que los resultados no fueron
pareados entre si; los hijos de las cinco (5) madres a las cuales se les detecté VPH
en cavidad oral fueron negativos para el virus en esta localizacién corporal, al igual
que para el unico participante positivo para el VPH en cavidad oral, provino de una

madre negativa para el virus al momento del estudio.
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9. RECOMENDACIONES.

De acuerdo a los resultados obtenidos, nos permitimos considerer la realizacién de futuras
investigaciones een-unr-mayer-humero-de-muestra que permita en primera instancia evaluar
estadisticamente a toda la poblacion de Cali, a demas con ello poder establecer la posible
asociacion ente las caracteristicas de riesgo evaluadas y la presencia del VPH en la mucosa
oral de los participantes, que puedan mostrar resultados con un grado de significancia
estadistica mayor y con ellos proponer la realizacion de campafias de divulgacién masiva
sobre los factores epidemiolégicos asociados al desarrollo de la infeccion por el virus del
papiloma humano en cavidad oral y otras vias aerodigestivas superiores con el fin de
implementar a futuro acciones de promocion y prevencion de las enfermedades asociadas al

Virus del Papiloma Humano en cavidad oral.
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ANEXOS 1. Tablas de Resultados.

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficos en mucosa de madres participantes en esta
investigacion residentes en Cali-Colombia

Caracteristicas Mujeres
n(76) %
Estrato Social
1 47 61.8
2 26 34.2
3 2 2.6
4 1 1.3
Estado Civil
Soltera 17 22.3
Unién Libre 53 69.7
Casada 3 3.9
Separada 3 3.9
Habito de Cigarrillo
Nunca ha fumado 52 68.4
Fuma actualmente 22 28.9
Exfumador 2 2.6
Ingesta de Alcohol
Si 28 36.8
No 45 59.2
Otros 1 1.3
No Sabe/No Responde 2 2.6
Consumo de Sustancias Psicoactivas
Si 10 19.7
No 66 86.8

Tabla 2. Caracteristicas de comportamiento sexual en madres residentes en Cali-

Colombia
Caracteristicas Mujeres
n(76) %
Numero de Embarazos
1 63 82.9
2 11 13.2
3 2 2.6

Tipos de Partos
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Vaginal 59 77.6

Cesarea 17 22.4
Numero de Abortos
0 66 86.8
1 9 11.8
2 1 1.3
Actividad Sexual
Si 55 72.4
No 21 27.6
Enfermedad de Transmision Sexual
Si 2 2.6
No 71 93.4
No Sabe/No Responde 3 4.0
Presencia de Verrugas
Si 21 27.6
No 54 71.1
No Sabe 2 2.6

Tabla 3. Caracteristicas sociodemogréaficas en nifios menores de 2 afios residentes en Cali-

Colombia
Caracteristicas Nifios
n(76) %
Sexo
Femenino 38 50.0
Masculino 38 50.0
Tipo de Parto
Natural 59 77.6
Cesaréa 17 22.4
Asistencia a Guarderia
Si 18 23.7
No 57 76.3
Presencia de Verrugas
Si 0 0.0
No 76 100.0

Tabla 4. Caracteristicas sociodemogréaficos e infeccion por VPH en mucosa oral de madres
residentes en Cali-Colombia

Caracteristicas n(76) VPH- (%) VPH+ (%) P
Estrato Social
1 47 42 (55.2) 5 (6.6)
2 26 26 (34.2) 0
3 2 2 (2.6) 0 0.347
4 1 1(1.3) 0
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Estado Civil

Soltera 17 16 (21.1) 1(1.3)
Uniodn Libre 53 49 (64.4) 4 (5.3) 0.915
Casada 3 3(3.9 0
Separada 3 3(3.9) 0
Habito de Cigarrillo
Nunca ha Fumado 52 47 (61.8) 5 (6.6)
Exfumador 22 22 (29) 0 0.291
Fuma Actualmente 2 2 (2.6) 0
Ingesta de Alcohol
Si 28 25 (64.4) 3(4.0)
No 45 44 (57.9) 1(1.3) 0.039
Otros 1 1(1.3) 0
No Sabe/No Responde 2 1(1.3) 1(1.3)
Consumo de sustancias Psicoactivas
Si 10 10 (19.7) 0 0.368
No 66 61 (73.7) 5 (6.6)

Tabla 5. Caracteristicas de comportamiento sexual e infeccion por VPH en mucosa oral de
madres residentes en Cali-Colombia

Caracteristicas n(76) VPH- (%) VPH+ (%) P
NUmero de Embarazos
1 63 59 (77.6) 4 (5.3)
2 11 10 (13.2) 1(1.3) 0.878
2 2 2 (2.6) 0
Tipos de Partos
Vaginal 59 57 (75) 2 (2.6) 0.112
Cesarea 17 14 (18.4) 3 (4.0)
NUmero de Abortos
0 66 62 (81.5) 4 (5.3)
1 9 8 (10.5) 1(1.3) 0.819
2 1 1(1) 0
Actividad Sexual
Si 55 50 (66.8) 5 (6.6) 0.156
No 21 21 (27.6) 0
Enfermedad de Transmision Sexual
Si 2 2 (2.6) 0
No 71 66 (86.9) 5 (6.6)
No Sabe/No Responde 3 3 (10.5) 0
Presencia de Verrugas
Si 21 19 (25.0) 2 (2.6)
No 54 51 (67.1) 3 (4.0) 0.795
No Sabe 2 2 (2.6) 0
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Tabla 6. Identificacidn de la presencia de VPH en muestras de mucosa oral en nifios

menores de 2 afios

Caracteristicas n(76) VPH- (%) VPH+ (%) P
Sexo
Femenino 38 37 (48.7) 1(1.3) 0.314
Masculino 38 38 (50.0) 0
Tipo de Parto
Natural 59 58 (76.3) 1(1.3) 0.589
Cesérea 17 17 (22.4) 0
Asistencia a Guarderia
Si 18 17 (23.7) 1(1.3) 0.195
No 57 57 (75.0) 0
Presencia de Verrugas
Si 0 0 0
No 76 75 (98.7) 1(1.3)
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ANEXO 2. Consideraciones Eticas

Comité Institucional de Revision de Etica Humana

Universidad
Facultad de Salud "% Vaie

ACTA DE APROBACION N° 05-013

Proyecto: DETECCION DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN NINOS MENORES DE 2
ANOS EN MUCOSA ORAL DE LA CIUDAD DE CALI - COLOMBIA

Sometido por: | ENRIQUEHERRERA/ANDRES CASTILLO/DIANACMI‘JWA ‘
Cédigo Interno: Fecha en que fue sometido: 01 03 2013

El Consejo de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle, ha establecido el Comité Institucional de

Revisién de Etica Humana (CIREH), el cual estd regido por la Resolucion 008430 del 4 de octubre de
1993 del Ministerio de Salud de Colombia por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y
administrativas para la investigacion en salud; los principios de la Asamblea Médica Mundial expuestos
en su Declaracion de Helsinki de 1964, ultima revision en 2002; y el Cédigo de Regulaciones Federales,
titulo 45, parte 46, para la proteccion de sujetos humanos, del Departamento de Salud y Servicios

Humanos de los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos 2000.

Este Comité certifica que:

1. Sus miembros revisaron los siguientes documentos del presente proyecto:
l_l\ Resumen del proyecto |_XJ Protocolo de investigacion
LLJ Formato de consentimiento informado [ X|  Instrumento de recoleccion de datos
r_‘l Folleto del investigador (si aplica) L_)C Cartas de las instituciones participantes

| Resultados de evaluacion por otros comités (si aplica)

2. El presente proyecto fue evaluado y aprobado por el Comité:
3. Segin las categorias de riesgo establecidas en el articulo 11 de la Resolucion N° 008430 de 1993 del

Ministerio de Salud, el presente estudio tiene la siguiente Clasificacion de Riesgo:
[ SiNriESGO RIESGO MINIMO [] RIESGO MAYOR DEL MiNIMO

4. Que las medidas que estan siendo tomadas para proteger a los sujetos humanos son adecuadas.

La forma de obtener el consentimiento informado de los participantes en el estudio es adecuada.

w

6. Este proyecto serd revisado nuevamente en la préxima reunion plenaria del Comité, sin embargo, el
Comité puede ser convocado a solicitud de algin miembro del Comité o de las directivas
institucionales para revisar cualquier asunto relacionado con los derechos y el bienestar de los sujetos
involucrados en este estudio.

7. Informara inmediatamente a las directivas institucionales:

a. Todo desacato de los investigadores a las solicitudes del Comité.
b. Cualquier suspension o terminacion de la aprobacion por parte del Comité.
8. Informars inmediatamente a las directivas institucionales toda informacion que reciba acerca de:

a. Lesiones a sujetos humanos.
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Comité Institucional de Revision de Etica Humana

b.

Facultad de Salud o

Problemas imprevistos que involucren riesgos para los sujetos u otras personas.
Cualquier cambio o modificacién a este proyecto que haya sido revisado y aprobado por el

Comité.

9. El presente proyecto ha sido aprobado por un periodo de 1 aifio a partir de la fecha de aprobacion.

Los proyectos de duracién mayor a un afio, deberan ser sometidos nuevamente con todos los

documentos para revision actualizados.

10. El investigador principal debera informar al Comité:

a. Cualquier cambio que se proponga introducir en este proyecto. Estos cambios no podran
iniciarse sin la revisién y aprobacion del Comité excepto cuando sean necesarios para eliminar
peligros inminentes para los sujetos.

b. Cualquier problema imprevisto que involucre riesgos para los sujetos u otros.

¢. Cualquier evento adverso serio dentro de las primeras 24 horas de ocurrido, al secretario(a) y al
presidente (Anexo 1).

d. Cualquier conocimiento nuevo respecto al estudio, que pueda afectar la tasa riesgo/beneficio
para los sujetos participantes.

e. cualquier decision tomada por otros comités de ética.

f. Laterminacion prematura o suspension del proyecto explicando la razén para esto.

g. El investigador principal debera presentar un informe al final del afio de aprobacién. Los
proyectos de duracién mayor a un afio, deberan ser sometidos nuevamente con todos los
documentos para revision actualizados.
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aprueba el proyecto arriba mencionado y respeta los principios, politicas y procedimientos de la
Declaracion de Helsinki de la Asamblea Médica Mundial, de la Resolucion 8430 de 1993 del

Ministerio de Salud y de la reglamentacion vigente e,n\investigacién de la Universidad del Valle.
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