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RESUMEN

La presente tesis doctoral brinda un panorama nacional a cerca de la presencia de VPH en diferentes
poblaciones femeninas, vacunadas y no vacunadas, con el fin de estimar las tasas de deteccidn y los
genotipos circulantes en los diferentes grupos poblacionales. Se exploran rutas de transmisiéon no
sexual del VPH (vertical y horizontal) entre madres e hijos y se aborda de forma exploratoria la
efectividad de las iniciativas gubernamentales en pro de la deteccidn y diagndstico temprano de
lesiones pre-cancerosas en la poblacion colombiana; mediante la formulacién de diferentes
proyectos de investigacidn, presentados en los capitulos Il, Ill, IV y V del presente documento. El
capitulo 1, brinda una introduccién conceptual de los capitulos subsiguientes y presenta la
justificaciéon del planteamiento de cada proyecto, en pro de la generacién de nuevo conocimiento

sobre el VPH en la era de la vacunacién profilactica.

El capitulo Il tiene como objetivo establecer la frecuencia de transmisidn intrauterina de VPH en
mujeres aparentemente sanas primigestantes y sin antecedentes de lesién cervical de la ciudad de
Cali, mediante el analisis molecular de muestras de origen materno-fetal (n = 301). En este estudio,
se identificd una tasa de transmision intrauterina del 0%, aunque diferentes genotipos fueron
identificados en muestras de placenta y células endoteliales de cordén umbilical con porcentajes de
deteccion del 1,1%, y 0,7% respectivamente, en las muestras de sangre materna y de corddn
umbilical la deteccién fue del 0%. No se encontraron diferencias significativas respecto a variables
sociodemograficas y caracteristicas de parto entre los grupos positivos y negativos para la deteccion
de VPH. Este capitulo aporta informacién sobre una de las vias de trasmisién no sexuales en una
poblacién sin antecedentes de lesidn cervical, poniendo en evidencia la presencia de VPH en estos

tejidos muy probablemente, también a partir del establecimiento de infecciones latentes.

En el capitulo Il se aborda la transmisién horizontal del VPH en un grupo de madres (no vacunadas
contra el VPH) y sus hijos menores de dos afios (n = 152), mediante el analisis de muestras de mucosa
oral de ambos grupos poblacionales. En este proyecto se identificd una tasa de deteccién de VPH
en jovenes madres, entre los 18 a 31 afios de edad, de 6,6% y en nifios menores de dos afios del

1,3%. No obstante, no encontré una concordancia entre las muestras positivas de madres y sus hijos,
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para una tasa de transmisiéon horizontal del 0%. En el grupo de mujeres, no se encontraron
diferencias significativas respecto a variables sociodemograficas o de comportamiento sexual entre
los grupos positivos y negativos para la deteccidén de VPH, a excepcion del no uso del condédn, el cual
parece ser un factor determinante en la adquisicidn de la infeccién oral de VPH entre los 25 a 31
anos de edad. Este estudio arroja evidencia sobre la presencia de este virus en mucosa oral desde
edades tempranas, infeccion adquirida muy probablemente mediante contacto no sexual.
Adicionalmente, mediante un abordaje exploratorio, se establecen tasas de deteccion de VPH en

poblacién femenina no vacunada entre los 18 a 31 afios de edad.

El capitulo IV estudia las diferencias en la deteccién de VPH en mucosa oral, en mujeres
escolarizadas vacunadas y no vacunadas de la ciudad de Cali (n = 1.034). En este estudio se logré
evidenciar diferencias significativas en las tasas de detecciéon de VPH entre los grupos vacunado y
no vacunado con frecuencias relativas de 0,64% y 3,33% respectivamente, asi como también se
observa una diferencia estadisticamente significativa en la deteccion de VPH 16, genotipo
oncogénico cubierto por la vacuna (Gardasil-4), entre ambos grupos. Adicionalmente, de acuerdo
a los resultados, recibir al menos dos dosis de la vacuna contra el VPH, mostré reducir en un 92% el
riesgo de presentar VPH 16 en mucosa oral. Datos pioneros en el abordaje preliminar del efecto de

la vacunacion frente a la infeccién oral por el VPH.

Por ultimo en el capitulo V, se explora la efectividad de las iniciativas gubernamentales, frente a la
prevencion y diagndstico temprano de lesiones pre-cancerosas de cuello uterino mediante el
analisis estadistico de resultados de tamizaje citolégico, diagndstico colposcépicoy genotipificacion
de VPH, en un grupo de mujeres atendidas en la ESE centro, de la ciudad de Cali, diagnosticadas de
acuerdo a la Guia de Practica Clinica para la detecciéon y manejo de lesiones precancerosas de cuello
uterino del Ministerio de Salud y Proteccién Social. La deteccidon de anormalidades citoldgicas en
mujeres VPH positivas se presentd en un 57% de los casos, y algun grado de lesidn histopatoldgica
cervical fue identificado mediante colposcopia en el 78% de las mujeres. Los genotipos identificados
con mayor frecuencia fueron el VPH 16 y el grupo VPH 56, 59 y 66. Comparando los resultados de
las pruebas citoldgicas y colposcdpicas frente con los genotipos para los cuales brinda proteccién la
vacuna contra el VPH Gradasil-4 y Gardasil-9, se encontraron diferencias significativas entre los

grupos analizados, evidenciando una mayor prevalencias de genotipos cubiertos por la vacuna
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tetravalente en citologias positivas y lesiones cervicales del alto grado, respecto a la vacuna
nonavalente. Este estudio, es uno de los primeros en evaluar las estrategias de deteccién vy
diagndstico temprano de lesiones cervicales precancerosas, en conjunto con la deteccién molecular
de VPH, y ademads explorar la conveniencia de la implementacién de la vacuna Gardasil-9 en los

planes de vacunacién nacional, de acuerdo a los genotipos circulantes a nivel local.

En conclusion, la ejecucion de los estudios en mencidn permitio el abordaje de diferentes aspectos
del VPH y brindd informacion adicional sobre las tasas de deteccion en diferentes tejidos, rutas de
transmisién no sexual y el efecto de la vacunacién profilactica en ciertos escenarios. En sintesis, no
se hallé evidencia de trasmisidon intrauterina u horizontal de VPH de madres a hijos, aunque en
definitiva este virus logra acceder a tejidos propios del proceso de gestacién, y es detectado de
forma consistente desde edades muy tempranas y a lo largo de diferentes etapas de la vida en la
mucosa oral de poblaciéon femenina aparentemente sana, no obstante, le vacunacién contra el VPH
parece mostrar un buen nivel de proteccién; asi como la implementacion de la deteccién y
genotipificacion molecular de VPH en los programas de diagndstico y deteccién temprana de
lesiones precancerosas de cuello uterino, brinda un panorama mas amplio sobre la infeccion cervical
en los diferentes grados de lesion y permite un acercamiento al efecto de la vacunacién sobre los

genotipos circulantes a nivel nacional.
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CAPITULO |
INTRODUCCION Y REVISION DE CONCEPTOS

INTRODUCCION: VISION GENERAL DE LA TESIS DOCTORAL

El objetivo de esta tesis doctoral es contribuir al conocimiento de diferentes aspectos del Virus de
Papiloma Humano (VPH), en especial aquellos relacionados con vias alternas de transmision
(transmisidn vertical y por contacto directo de madre a hijo), su presencia en cavidad oral de
poblacién aparentemente sana, y el impacto de la vacunacién profilactica, asi como el de los
programas de deteccién y diagndstico temprano de lesiones precancerosas de cuello uterino. Todos

estos temas escasamente explorados en la investigacion local y/o global.

Este trabajo comprende el planteamiento y ejecuciéon de cuatro proyectos de investigacion
independientes que se plantearon tras el surgimiento de nuevos cuestionamientos, y el interés de
aprovechar la experiencia y material previamente adquirido por el grupo de investigacion.
Cronolégicamente, el primer estudio planteado tuvo como objetivo encontrar evidencia de la
transmisiéon intrauterina del VPH, mediante el analisis molecular de muestras materno-fetales,
almacenadas en el biobanco del Grupo de Nutricidn. El segundo estudio, abordé la posibilidad de
una transmisién del VPH de madre a hijo (a) por contacto directo, mediante el andlisis de muestras
de mucosa oral, de un grupo de mujeres a partir de las cuales fueron recolectadas las muestras
bioldgicas procesadas en el primer estudio. En el tercero, gracias a un panorama mas amplio sobre
la deteccion de VPH en mucosa oral de poblacién femenina, se propuso explorar la presencia del
VPH en nifias y adolescentes vacunadas y no vacunadas contra el VPH; y finalmente, el cuarto
estudio surge de la posibilidad de analizar la utilidad del algoritmo de deteccidon y manejo de lesiones
precancerosas segun la Ultima Guia de Practica Clinica, mediante el analisis estadistico de resultados

de pruebas diagndsticas y de tamizaje obtenidas en centros de salud de la ciudad de Cali.

El presente capitulo abarca el marco conceptual de la tesis e incluye un contexto bioldgico y
epidemioldgico sobre el VPH, tomando como base su papel como agente etioldgico de cancer
cervical, mecanismos de infeccidn, tasas de deteccidn en poblacién aparentemente sana vy

conceptos de la vacunacidn profilactica contra el VPH. Se identifican los vacios en el conocimiento
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actual que se han intentado cubrir con el presente trabajo de investigacion, y se brinda una breve
introduccién de los capitulos dos, tres, cuatro y cinco, que detallan el abordaje de los métodos,

resultados y analisis de los mismos.

MARCO CONCEPTUAL DE LA INVESTIGACION

Virus del Papiloma Humano (VPH)

Hasta la fecha han sido identificados mas de 200 tipos del VPH, los cuales han sido divididos en cinco
géneros, con base en el analisis de secuencia de su ADN. La gran mayoria ubicados en el género beta
(B) y gamma (y), causan comunmente infecciones asintomaticas o lesiones proliferativas benignas
auto limitadas en individuos inmunocompetentes. El género alfa (o) por su parte incluye una
variedad de tipos virales, algunos de los cuales han sido asociados con el desarrollo de una variedad

de lesiones neoplasicas y cancer®.

Organizaciéon Genémica

ElI VPH, es un virus pequefio (50-60 nm de diametro) no envuelto cuyo material genético se compone
de una molécula de ADN circular de doble cadena, con una longitud aproximada de 8000 pares de
base (pb), que se divide en tres regiones funcionales: una regidén de expresion temprana (E, early)
que codifica las proteinas E1-E7; una regidn tardia (L, late) que codifica las proteinas L1y L2; y una
region larga de control (LCR). Las proteinas E1-E7 estan implicadas multiples funciones incluyendo
la replicacién y transcripcién del genoma viral, mientras que las proteinas L1 y L2 conforman la
capside viral icosaédrica. La LCR es una regién no codificante que alberga sitios de unién para
factores de transcripcidn que controlan la expresién génica?. Dado el tamafio limitado del genoma,
el uso de multiples promotores y complejos patrones de maduracién del mRNA, permite la

expresion de una variedad de productos génicos en diferentes estadios del ciclo de infeccidn 3.

La figura 1, ilustra la organizacién del genoma del VPH 16. En ella se observan los seis fragmentos
abiertos de lectura (ORFs): E1, E2, E4 y E5 (en verde) y E6 y E7 (en rojo), que se expresan gracias al

promotor P97 en diferentes estadios del proceso de diferenciacion de la célula epitelial; y los ORFs
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tardios (L1 y L2), expresados a partir del promotor P670 en las capas superiores del epitelio. Con
una flecha se indica la ubicacidn de los promotores temprano (P97) y tardio (P670).
La LCR contiene los origenes de replicacidn asi como secuencias de control postranscripcional y sitios

de unidn para los productos de los genes E1 y E2 como del factor de transcripcion SP1%.

Figura 1. Organizacién gendmica del VPH 16.
Tomada de: Doorbar J. Molecular biology of human papillomavirus infection and cervical cancer.

Clin Sci. 2006;110(5):525-541.
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Los genes implicados en los procesos de replicacién y empaquetamiento del genoma viral (E1, E2,
L1y L2) son denominados genes centrales y su secuencia se encuentra altamente conservadas entre
los diferentes tipos de VPH. Los genes encargados de la trasformaciéon del ambiente celular (E4, E5,
E6y E7), se denominan genes accesorios y en cambio muestran una amplia variabilidad, cumpliendo

en muchos casos funciones similares pero no idénticas durante el ciclo de diferentes papiloma

virus®.
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Funcion de los Productos Génicos Virales

Como se ha mencionado el genoma de los VPH poseen 8 ORFs que codifican 8 proteinas virales, las

cuales cumplen funciones especificas durante el ciclo viral. La tabla 1, resume algunas de las

funciones mas representativas de estas proteinas.

PROTEINA FUNCION

E1l Posee actividad de helicasa dependiente de ATP.
Se une al origen de replicacién del genoma viral y recluta la maquinaria de sintesis de
ADN.

E2 Se une a sitios especificos en el LCR y funciona como inhibidor o activador de la
replicacién de genes virales.
Promueve la replicacidon del genoma viral reclutando a la proteina E1 al origen de
replicacion.
Interactla con la cromatina mediando la segregacién del genoma viral, permitiendo su
transferencia a las células hijas durante la divisién celular.

E4 Se une a proteinas del citoesqueleto alterando su estructura, facilitando la liberacién del
virion.

ES Induce proliferacién celular al interactuar con el EGFR.
Regula a la baja la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC).

E6 Promueve la inmortalizacion celular por degradacion de p53.
Modifica la adhesién y diferenciacion celular por degradacion de p63 y p73.

E7 Promueve la degradacién de pRb, permitiendo la progresién del ciclo celular a la fase S.
Induce inestabilidad cromosémica

L1 Proteina mayor de la cdpside
Interactta con el heparan sulfato permitiendo la unién de las particulas virales a la capa
basal del epitelio.

L2 Proteina menor de la capside

Se cree que interactuUa con receptores de superficie celular facilitando el ingreso del
virion a la célula huésped.
Recluta proteinas L1 para el ensamblaje de la capside.

Tabla 1. Proteinas virales y su funcién®.
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Ciclo Viral

El ciclo viral mas estudiado es el de los alfa-papiloma virus, figura 2. Sin embargo, es probable que
sus principios generales sean compartidos entre los diferentes tipos de virus del papilomaZ.

Modelos experimentales sugieren que la infeccién por el VPH requiere del acceso de las particulas
virales a las células basales del epitelio cutdneo o mucoso. Micro lesiones en estos tejidos,
interacciones con el proteoglicano heparan sulfato, y receptores de integrinas presentes en las
células basales permiten el ingreso del virién a la célula huésped. Una vez en el nucleo, el genoma
viral permanece de forma episomal manteniendo un bajo nimero de copias (~200 copias/célula).
En esta fase inicial, las proteinas E1 y E2 son esenciales en el mantenimiento del estado episomal,

el control estricto de la replicacion y la expresidn proteica viral”%4,

En las capas superiores del epitelio se presentan una amplificacién del genoma viral dependiente
del programa de diferenciacién de la célula huésped, que involucra cambios en la actividad de
promotores y en los patrones de maduracién del mARN que facilitan la produccidn de diferentes

productos génicos virales®®.

A medida que la célula infectada migra hacia la regién supra basal del epitelio, como parte de su
proceso de diferenciacién, disminuye su actividad mitdtica. En este punto, las proteinas E6 y E7
estimulan la progresidon del clico celular al inducir la degradacidon de dos proteinas celulares
responsables de su control, las proteinas del Retinoblastoma (pRb) y p53. La proteina viral E7 se
une a pRb llevando a su degradacién, como consecuencia el factor de transcripcién E2F es liberado,
promoviendo el ingreso de la célula en la fase S del ciclo celular al inducir la expresion de proteinas
involucradas en la replicacidon del ADN y divisién celular. Por su parte, la proteina E6 se asocia con
p53 mediando su ubiquitinacion y posterior degradacién, lo que previene la detencién del ciclo
celular y el inicio de apoptosis a consecuencia de dafios en el ADN o en respuesta a las acciones
provocadas por E7. La proteina E6 adicionalmente puede activar la proteina telomerasa de la célula
huésped, manteniendo la integridad de los teldmeros durante ciclos mitéticos repetidos,
permitiendo la inmortalizacion de las células infectadas. En este punto se cree que la proteina viral
E5 también contribuye directamente con la amplificacién del genoma modificando el ambiente

celular a través de la activacion del Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR), cuya via
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de sefializacién activa una serie de proteinas implicadas en la replicacién del ADN y divisién
celular?’.

El ciclo viral se completa tras la expresién y ensamblaje de las proteinas L1 y L2, que conforman la
capside viral. En las capas superficiales del epitelio ocurre la liberacién de las particulas virales
ensambladas mediante el proceso normal de descamacidn, sin embargo, se cree que la proteina E4
podria facilitarlo, mediando la formacién de fibras amiloides que rompen la queratina alterando la

estructura de la capa cornea del epitelio®>711°,

Viral-laden cells ready for
desquamation and infection of
naive individual L1, L2, E4

Virus particles assembled

Viral genomes at 1000’s per cell
E6, E7, E1, E2, E5

E and L viral
genes expressed

Dividing cells I

Differentiated cells I

Viral DNS amplification in
non-dividing cells

Only E genes expressed
very low levels of
protein made

Virus and cell replicate together
El; E2

El, B2, ES5,.E6 EV
Virus infects a
basal keratinocyte

Figura 2. Ciclo viral de VPH.
Tomada de: Stanley M. Pathology and epidemiology of HPV infection in females. Gynecol
Oncol. 2010; 117(2 SUPPL.):S5.

Células Madre Epiteliales y su Papel en la Infeccién por VPH

Algunos estudios han sugerido que el desarrollo de enfermedades asociadas al VPH requiere no solo
de lainfeccion de células basales del epitelio, sino mas especificamente de células madre presenten
en la capa basal del tejido cutdneo y mucoso®®.

Estas células madre serian las encargadas de mantener la homeostasis epitelial al dividirse y generar
células con potencial de proliferacién controlado, comprometidas a sufrir una diferenciacién

terminal en las capas superiores del epitelio2.
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En gran medida, el desarrollo de neoplasias asociadas a VPHs de alto riesgo (VPH-AR) resulta de la
actividad de proteinas virales sobre proteinas supresoras de tumores que les confiere a estas células
una ventaja competitiva sobre la poblacién no infectada, permitiendo su expansién clonal.

Este hecho le permitiria al virus establecer infecciones persistentes por largos periodos de tiempo,

gracias a la amplia capacidad de proliferacién de estas células.

Tipos de VPH-AR y VPH-BR y su asociacidn con Cdncer

De los cerca de 200 tipos de VPH identificados hasta el momento, 40 de ellos han sido clasificados
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como de alto o bajo riesgo, segun su asociacién con

el cancer cervical®.

Los tipos virales de VPH-AR que incluyen a los VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66,
68 y 82, que son detectados principalmente en cancer cervical y otros tipos de cancer como el de
orofaringe y regién anogenital. Los tipos de VPH 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 73 y 81,

considerados de bajo riesgo, se encuentran asociados a verrugas genitales y lesiones no malignas ©.

Ambos tipos virales pueden llevar a cabo el ciclo viral descrito anteriormente, sin embargo, los VPH-
AR tienen la habilidad de inducir la proliferacidon de células basales. En las neoplasias relacionadas
con la infeccidn por este tipo de VPHs se suele presenta una alteracidn del ciclo viral productivo, ya
descrito, caracterizada por un incremento en los patrones de expresion de las proteinas E6 y E7, lo
que conduce a una acumulacién de mutaciones e inestabilidad cromosdmica en el genoma celular,
gue eventualmente llevan al desarrollo del cancer. La integraciéon del ADN viral en el genoma del
huésped es una caracteristica en la carcinogénesis cervical y se correlaciona con la progresién de
lesiones precancerosas (Neoplasia epitelial cervical, CIN) a cancer invasivo. La pérdida del gen viral
E2 es una consecuencia comun de este proceso de integracidn, y conduce a un incremento en la
expresion de las proteinas virales E6 y E7, debido a que E2 es un represor transcripcional para ambas
proteinas*’12714,

A nivel molecular, las consecuencias de estos eventos son un incremento en la division celular y una

inhibicion del programa de diferenciacidon de las células infectadas. Sin embargo, esto no es

suficiente para la progresidn de las lesiones neoplasicas a cancer invasivo, por lo que se requiere
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adicionalmente la acumulacidn de errores genéticos y epigenéticos, lo cual es facilitado por la sobre
expresion persistente de los productos de los genes E6 y E7. Los efectos en la célula huésped
incluyen ruptura del ciclo de duplicacién del centrosoma, induccion de inestabilidad cromosdmica,

y cambios en la expresidn de genes celulares*51213,

Con respecto a los tipos virales de bajo riesgo (VPH-BR), se requiere de investigaciones adicionales
gue permitan establecer diferencias sustanciales en el ciclo viral descrito, respecto a los tipos de
VPH-AR. En conjunto dado que tanto los VPH-BR como los VPH-AR establecen infecciones
persistentes, es probable que ambos tipos induzcan una serie de cambios en la célula infectada,
empleando vias comunes o convergentes a las mediadas por las proteinas p53 y pRB, sin implicar la
adquisicion de una ventaja de crecimiento o desregulacidon en la expresion de genes virales en

células infectadas por VPH-BR, eventos propios del proceso oncogénico mediado por VPH-ARY,

Epidemiologia de la Infeccion por VPH

El VPH es el agente causal necesario, pero no suficiente de mas del 90% de los casos de cancer

cervical y de una fraccién importante de otros tipos de cancer anogenitales y orofaringeos.

A nivel mundial, alrededor del 4,5% de todos los casos de cancer son causados por el VPH (630.000
nuevos casos por ano), 8,6% en mujeres y 0,8% en hombres. El cancer cervical es el tipo de cancer
mas comun (83%), dos tercios de los cuales se presentan en paises en desarrollo. En América Latina
el 13% de los casos de cancer en mujeres, son atribuibles al VPH.

Entre otros canceres asociados a este virus se encuentra en cancer de vulva (8.500 casos/afio),
vagina (12.000 casos/afio), pene (13.000 casos/afio), ano (35.000 casos/afio) y orofaringeo (21.000

casos/afio). VPH 16 y 18 son responsables del 72,4% de los casos®.

En poblacidon aparentemente sana, datos obtenidos de 194 estudios que incluian la deteccidn
molecular del VPH, indican una prevalencia global de infeccién cervical de aproximadamente el 12%.
Sin embargo, son evidentes variaciones geograficas. América Latina, por ejemplo, presenta una de
las mayores prevalencias, con una tasa de infeccién cervical del 16%. Informacion sobre otras
regiones anatomicas es escasa. En el género masculino, por otro lado, la prevalencia de infeccidn

genital es mucho menor frente a la prevalencia en el sexo femenino.
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La infeccidn es relativamente frecuente en la regién perianal y canal anal de ambos sexos, pero

tiende a encontrarse mayor positividad en pacientes VIH+ y hombres homosexuales.

La deteccion de infeccidn oral por VPH varia sustancialmente segun el estudio, dependiendo de Ia
técnica de muestreo y deteccién empleada. En un meta-analisis que incluyé un total de 18 estudios
con 4.582 individuos sanos, reportd una prevalencia del 4,5% (95% IC: 3,9-5,1%). Un estudio
adicional realizado en los Estados Unidos, en un total de 5.501 individuos entre los 14 — 69 afios,
reportd una prevalencia del 6,9% (95% IC: 5,7-8,3%) siendo tres vece mayor en hombres que en
mujeres.

Datos de prevalencia de VPH en orofaringe son limitados debido a la dificultad de acceso a muestras

de estos sitios anatémicos en poblacién sana®’.

CONCEPTOS Y DEFINICION DE VARIABLES RESULTADO

Esta tesis incluye el abordaje de diferentes aspectos del VPH mediante el planteamiento de cuatro
capitulos que exploran la deteccion del material genético del VPH en la poblacién femenina.

El segundo capitulo busca evidencia de una via de transmision intrauterina del VPH mediante el
analisis molecular de muestras de ADN materno-fetales, donde las variables resultado seran la
presencia/ausencia del material genético de VPH en muestras de placenta, células endoteliales de
cordén umbilical y sangre materna y de corddn umbilical; evaluando, adicionalmente, la
concordancia entre los tipos de VPH detectados en las muestras de origen materno y fetal.

En el tercer capitulo se evallda la transmisién horizontal de madre a hijo en un subgrupo de la
poblacion analizada en el primer capitulo. La variable resultado fue la presencia/ausencia de ADN
de VPH en muestras de mucosa oral de la madre y su hijo. Adicionalmente, se evalla de forma
exploratoria la frecuencia relativa de deteccidon de VPH en la mucosa oral en ambas poblaciones.

El cuarto capitulo explora la frecuencia relativa de deteccién del VPH en mucosa oral de jévenes de
sexo femenino entre los 14 a 17 afios de edad y su relacién con el estado de vacunacién. Las
variables resultado seran la presencia/ausencia de ADN de VPH respecto al estado de vacunaciony

numero de dosis recibidas.
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Finalmente, el capitulo cinco, aborda de forma exploratoria la relaciéon entre lesiones cervicales
precancerosas y genotipos de VPH identificados en un grupo de mujeres diagnosticadas de acuerdo
a la Guia de Practica Clinica para la deteccién y manejo de lesiones precancerosas de cuello uterino

del Ministerio de Salud y Proteccidon Social de Colombia del 2.014.

A continuacidn, se presentan los conceptos y definiciones que sustentan cada capitulo.

CAPITULO Il

Transmision Vertical del VPH

El VPH es un virus oncogénico asociado con el desarrollo de una serie de cdnceres en la region
cervical, ano-genital y orofaringe®®. Es el virus mas comun transmitido por via sexual y se estima que
mas del 80% de las mujeres jovenes contraeran la infeccion a lo largo de su vida, siendo la mayoria
de ellas asintomadticas y tiene la tendencia a resolverse de forma espontdanea. Anualmente,
aproximadamente 530.000 mujeres son diagnosticadas con cédncer cervical y actualmente la carga
total de cdnceres relacionados con el VPH en mujeres asciende a aproximadamente el 6% de todos

los casos de cancer?®.

Si bien la investigacion se ha centrado en los efectos y la prevencién de esta infeccidn viral en la
poblacién adolescente y adulta, la infeccidon por VPH también ha sido reportada en poblacién infantil
desde muy temprana edad (menores de 1 afio). Entre las vias de transmisidon propuestas, se ha

planteado que el VPH podria ser contagiado de madre a hijo (a) por via intrauterina®®.

El primer estudio que documentd la presencia de infecciones por VPH en poblacién infantil, fue
publicado en 1.978 por Pfister y zur Hausen quienes identificaron material genético de VPH 1, VPH
2 y VPH 3 en verrugas cutaneas de nifios entre los 5 a 15 afios de edad?®. Mas tarde en los afios 80s,
se identific6 al VPH como agente causal de la Papilomatosis Respiratoria Recurrente (PRR),
enfermedad que se caracteriza por la proliferacidon de papilomas en la via aérea superior de nifios y

adolescentes?®™3, La presencia de ADN de VPH en neonatos asintométicos fue reportada
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inicialmente 1.986 por Roman & Fife?*, y posteriormente a partir del trabajo de Steinberg en 1988,
en nifios con PRR?. Asi, varios investigadores han abordado el tema a partir del anélisis molecular
de muestras de piel y mucosas de neonatos sanos, asi como liquido amnidtico, placenta y sangre,

entre otras; encontrando material genético viral en todos los casos.

Se ha propuesto que el VPH puede acceder al bebe en desarrollo durante la gestacion, el parto o
inmediatamente después de éste?®, La deteccién de ADN de VPH en liquido amnidtico, sangre
materna y de corddn umbilical, asi como en mucosa oral y epidermis de neonatos nacidos por

cesarea, sustentan estos planteamientos?’.

A nivel intrauterino se ha planteado que el VPH podria entrar en contacto con el feto a través de
micro lesiones en las membranas fetales o mediante el ascenso de particulas virales del tracto
genital infectado de la madre por via transplacentaria. A nivel perinatal, el estudio realizado por
Frederick y col., establecié la contaminacién de neonatos durante el parto vaginal como la principal

fuente de infeccidn tras su paso por el canal vaginal infectado de la madre®,

La infeccidn peri-concepcional a través de esperma u évulos contaminados o durante la infancia, a
través de la leche materna han sido considerados debido a la deteccién del VPH en este tipo de
muestras bioldgicas, sin embargo los resultados de una variedad de estudios realizados al respecto,

son inconsistentes?. Las potenciales rutas de transmision viral al feto, se resumen en la figura 3.

Factores de riesgo para la transmisidn vertical o perinatal del VPH no han sido bien caracterizados,
no obstante, la carga viral, presencia de lesiones VPH positivas en el tracto genital materno vy el
parto vaginal han sido asociados con altas tasas de infeccidn neonatal, e incluso se ha reportado una
relacidn directa entre el riesgo de deteccién de VPH en neonatos y variables de infecciones genital

materna 3?7,
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Figura 3. Potenciales rutas de transmisién vertical de VPH.

Tomado de: Sarkola M. Human Papillomavirus (HPV) In Mothers Before and After Delivery. 2009%,

Transmision Intrauterina del VPH

La transmisién intrauterina del VPH fue considerada en un principio tras la observacién de lesiones
asociadas a este agente viral en bebés recién nacidos, como la papilomatosis laringea vy
anogenital?*3%33; posteriormente, la detecciéon molecular de material genético del VPH en liquido
amniético®, placenta®>3¢, sangre de cordén umbilical®’’ y membranas fetales, dieron soporte a esta
hipdtesis. La concordancia genotipo-especifica entre las muestras ya mencionadas y material

bioldgico de origen neonatal, es considera una prueba de transmisidn vertical a nivel intrauterino?’.

Datos que soportan esta ruta de transmision son adicionalmente la deteccidn de material genético
de VPH en neonatos nacidos por cesarea®, la presencia de anormalidades histoldgicas en placentas
VPH positivas®, y una serie de estudios in vitro que demuestran la viabilidad, capacidad de invasién,
replicacion y actividad transcripcional de los genotipos VPH 11, 16, 18 y 31 en lineas celulares de

placenta*®4,
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Se ha planteado que el VPH podria acceder a este tipo de tejidos por via sanguinea o de forma
transplacentaria. Esta Ultima, podria presentarse mediante el ascenso de particulas virales desde el

tracto genital materno®.

Se ha propuesto que la frecuencia de transmisién viral de este tipo es muy baja, aunque han sido
reportadas frecuencias relativas de entre el 0 a 47%*. Al respecto, algunos autores afirman que
infecciones cervicales con altas cargas virales e historial previo de lesiones cervicales maternas se
han relacionado con alto riesgo de transmisién3!, aunque también se ha reportado la deteccién de
VPH en muestras materno-fetales de madres previamente negativas en cérvix*. Como posible
explicacion a estos hallazgos se ha planteado la latencia viral, la cual se caracteriza por una
disminucidn significativa de la carga viral (hasta niveles no detectables) e infeccién limitada a la capa
basal de epitelio, gracias a los mecanismos control inmunolégico. Condiciones que alteren los
mecanismos de defensa inmune, permitirian la reactivacion de la infeccién e un incremento
paulatino de la carga viral del VPH, lo que aumentaria la posibilidad de transmisidn intrauterina en

mujeres previamente negativas para la deteccién de VPH*,

Deteccion del VPH en muestras de origen materno-fetal

Una serie de estudios se han propuesto la deteccion de ADN del VPH en diferentes tipos de muestras
de origen materno-fetal, con el fin de identificar la frecuencia de transmisién vertical de este agente
viral, sin embargo, los reportes han sido inconsistentes y las tasas de deteccidn muestran una amplia
variacion, posiblemente a causa del diseiio del estudio, la metodologia empleada para la recoleccion

de muestras, la sensibilidad de la prueba de deteccion del VPH y la poblacion estudiada.

En el ultimo afio, una revisidn sistematica de la literatura realizada por A Zouridis y col., que incluyd
un total de 9 publicaciones donde fueron analizadas 421 madres y sus hijos, reportd una frecuencia
general de transmision vertical de VPH a partir de madres infectadas entre un 2,8 a 39,7%*. Otros
estudios han reportado tasas semejantes, entre el 5 al 72%, en mujeres también con antecedentes
clinicos de infeccién cervical por VPH previo al partoy entre el 1 al 18% en mujeres sin antecedentes

de infeccidn previa por VPH®.
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En el estudio realizad por SM. Syrjdanen y col., Finnish Family HPV Study, con el fin de identificar la
dindmica de trasmision del VPH de madres a hijos, reporté en 2.010 una tasa de infeccién
placentaria del 4,2%, 3,5% en sangre de corddn umbilical y 0% en sangre periférica materna“.
Estudios adicionales han reportado tasas de infeccidn del 9,9% (8/81) en placentas procedentes de
abortos espontdneos e inducidos, identificando a los genotipos de VPH 6, 11, 58, 66 y 82%. Analisis
posteriores en mujeres embarazadas aparentemente sanas*® han reportado una deteccién de VPH
en placenta entre 0% a 42%. En muestras de sangre de corddén umbilical han sido reportadas
adicionalmente tasas de deteccion entre 0 a 13%'°, mientras que en sangre periférica, se han

reportados tasas entre 0 a 52%%%°°,

La transmisidn vertical, identificada tras la concordancia tipo-especifica entre muestras cervicales
maternas y muestras de origen neonatal, se presenta entre 20 a 30% segun Chatzistamatiou y col
(2016)., y se estima que la principal fuente de infeccidn se da durante el parto®. No obstante, la
cesarea aun no es recomendada como parto de eleccién en mujeres embarazadas con antecedentes
de infeccién genital por VPH, pese a que ésta ha sido asociada con tasa de trasmisidn vertical de
VPH significativamente mas bajas en comparacion con el parto vaginal (14,9% vs. 28,2%, RR: 0,515,
95%. 1C: 0,34 -0,78)%.

No obstante, si bien el VPH ha sido ampliamente detectado en este tipo de muestras, persiste el
interrogante si el feto o el neonato han sido realmente infectados por el virus o se trata de una
contaminacion transitoria, ocasionada por el contacto directo con el tracto genital infectado de la
madre durante el parto. Estudios sobre la persistencia de la infeccion de bebés positivos para VPH
al momento del parto han sido conducidos al respecto, sin embargo los resultados has sido

contradictorios con tiempos de resolucidn de entre 6 meses a 2 afios post-parto®.

Implicaciones de la transmisién vertical: Infeccién por VPH y complicaciones del embarazo

Se estima que aproximadamente el 90% de las mujeres sexualmente activas en algin momento de
su vida, han sido infectadas por algun genotipo de VPH, no obstante, la gran mayoria de estas
infecciones son transitorias y erradicadas por el sistema inmunoldgico en un periodo aproximado
de 6 a 12 meses®2. Durante el embarazo, se ha reportado la persistencia y adquisicién de infecciones

genitales asociadas al VPH, y se ha postulado que su resolucion durante esta etapa podria ser menos
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eficiente>>*, Lo anterior, aunado a los cambios hormonales y la inmunosupresién local, propia de
esta etapa, podrian promover la reactivacidn de infecciones subclinicas o latente e incrementar el
riesgo de infeccidn fetal®>>®,

Complicaciones durante el embarazo como el parto pretérmino, abortos espontaneos y la
preeclampsia han sido asociadas con esta infeccidn viral, aunque los mecanismos exactos hasta la

fecha no han sido dilucidados®”*2,

La preeclampsia, es una entidad patoldgica caracterizada por la presencia conjunta de hipertension
arterial y proteinuria durante el embarazo. Si bien los mecanismos etioldgicos aun no son claros,
datos clinicos y epidemioldgicos han asociado cambios aterosclerdticos en la vasculatura utero-
placentaria y una mala placentacién, como principales factores de riesgo®. Se ha planteado, que
las infecciones virales a raiz de la liberacién de altos niveles de citoquinas proinflamatorias (TNF-q,
IL-12, IFN-y, etc.), el incremento del estrés oxidativo y la disfuncidon de las células endoteliales
podrian conducir al desarrollo de esta enfermedad, afectando la funcién y viabilidad de las células

60-62 ‘a5 decir, la unién de la placenta al Gtero

trofoblasticas, encargadas del proceso de placentacion
materno, mediante la invasion de la pared uterina materna y el establecimiento de la circulaciéon
Utero-placentaria que permite el intercambio de gases, nutrientes, y desechos entre el feto y la
madre®,

Los partos pretérmino (antes de las 37 semanas de gestacidn), y abortos espontaneos también
asociados a infecciones virales, se cree que podrian estar asociados con alteraciones en el proceso
de placentacion, asi como con respuestas inflamatorias exageradas a infecciones bacterianas a
causa de una modificacién en la tolerancia inmunoldgica al lipopolisacarido bacteriano de las

gestantes®®,

Respecto al VPH, varios estudios han demostrado que diversos VPH-AR son capaces de infectar
placenta humana, siendo el sincitiotrofoblasto el blanco predominante de infeccion, donde han
llegado incluso a replicarse®. Se ha reportado que células trofoblasticas transfectadas con VPH 16,
expresan oncoproteinas virales y muestra deterioro en su viabilidad y capacidad de adhesidn celular,
asi como un incremento de la apoptosis®**+®’, Lo que sugieren que la infeccién por VPH podria llevar
una invasion trofoblastica inadecuada de la pared uterina de la madre y complicaciones obstétricas

relacionadas con la disfuncién placentaria, mediante la induccién de cambios en la fisiologia del
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trofoblasto®. Esto a su vez podria afectar la capacidad de la placenta de modular el sistema inmune
materno, y su capacidad de proteger al feto de infecciones adicionales, promoviendo una respuesta
inflamatoria exagerada, que podria conducir al desarrollo de preeclamsia y parto pretérmino, como

lo muestra la Figura 4%,

Viral infection

HPV
Trophoblast
Apoptosis Altered cell adhesion Immune-sensitization
/ Bacleria
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l response
!
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|
IUGR, PE Preterm labor

Figura 4. Efectos de la infeccidn del VPH en células trofoblasticas.
Tomado de: Kwon JY, Romero R, Mor G. New insights into the relationship between viral infection

and pregnancy complications. Am J Reprod Immunol. 2014;71(5):387-390.

Otros investigadores por el contrario, han propuesto que el VPH mds que un agente causal podria
ser solo un factor contribuyente en el desarrollo de complicaciones del embarazo, e incluso no han
encontrado asociacién alguna entre la infeccidn por VPH en cérvix, placenta u otros tejidos con estas

complicaciones3>7072,
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CAPITULO Il

Infeccién Oral por el Virus del Papiloma Humano

La infeccién por el VPH es ahora reconocida como un factor de riesgo en la patogénesis de un
subgrupo de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello. Detectdndose en

aproximadamente en el 90% de los casos VPH 1672,

Poco se conoce a cerca del modelo carcinogénico del VPH en cavidad oral, sin embargo, si el modelo
multietapa ampliamente aceptado en la patogénesis del cancer cervical, es aplicable a esta
localizacién anatdmica, la infeccién de la mucosa oral sana seria el paso inicial en la carcinogénesis

oral mediada por VPH.

Numerosos estudios han documentado la predileccion de este virus por la orofaringe,
especialmente las amigdalas linguales y palatinas. Este es un érgano linfoide secundario, revestido
por un epitelio escamoso estratificado con numerosas invaginaciones, denominadas criptas
amigdalinas, que proporcionan una amplia superficie de contacto para la captura de antigenos y
vigilancia inmunoldgica. Estas criptas amigdalinas estan revestidas de un epitelio reticular
especializado con una membrana basal discontinua que facilita el trafico de antigenos, linfocitos y
células presentadoras de antigeno. La teoria actual sobre el mecanismo de infeccién de VPH de este
tejido, dictamina que la membrana basal discontinua facilitaria el acceso de las particulas virales a

las células basales sin requerir de un trauma previo, como en el modelo de cancer cervical”>7%,

Por otro lado, la infeccidn y persistencia del VPH en un tejido con una alta afluencia de linfocitos y
células presentadoras de antigeno implica el empleo de un mecanismo de evasidn inmunoldgica por
parte del virus, figura 5. Se ha propuesto que la expresidn de la proteina PD-L1 en las células de las
criptas amigdalinas, y su unidn al receptor PD-1 presente en los linfocitos T ocasiona una
disminucién de la respuesta citotdxica a antigenos viral limitando el dafio tisular debido a la
estimulacién antigénica crdnica propia del tejido, facilitando el establecimiento de infecciones
persistentes por parte del VPH al evadir la respuesta inmunoldgica local, gracias a la tolerancia

inducida de forma natural en los linfocitos T 747>.
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Figura 5. Estructura del epitelio reticular y expresion de PDL-1 sobre el epitelio de las criptas
amigdalinas.
Tomado de: Westra W. The pathology of HPV-related head and neck Cancer: Implications for the

diagnostic pathologist. Semin Diagnostic Pathol. 2015;32(1):42-53.

Carcinomas asociados a VPH en otras localizaciones de la cavidad oral, se ha postulado, podrian
estar relacionados con la presencia de tejido amigdalino ectdpico’® que le brindan al VPH las

ventajas anteriormente descritas”’.

Poco se conoce realmente a cerca de la infeccién de VPH en cavidad oral, siendo la comprensién del

mecanismo exacto de infeccion y persistencia viral en estos tejidos aliin desconocida.

Transmisién Oral de VPH

Especies de VPH del género alfa, beta y gama, han sido detectadas en cavidad oral de individuos
aparentemente sanos, incluso desde el momento del nacimiento.

Estudios transversales sugieren que la infeccion oral por el VPH es transmitida por contacto directo,
especialmente a través de las relaciones sexuales oro-genitales y besos profundos’®7°. Sin embargo,
la auto inoculacién, la transmisién vertical de madre a hijo durante el parto, a través del paso por

canal vaginal infectado, u horizontal durante la infancia, mediante el contacto y la convivencia con
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familiares infectados, son consideradas vias alternas de transmision, esto debido a una variedad de
estudios que han evidenciado la falta de asociacidn entre la actividad sexual y la infeccién oral por
VPHE8182  55i como la deteccién de material genético viral en mucosa oral de nifios y recién

nacidos®3485,

Trasmision Horizontal

La trasmision horizontal se presenta por contacto no sexual con individuos infectados, de esta
forma, el VPH puede ser trasmitido a adultos y nifios, no expuestos a actividad sexual, por hetero

inoculacion o a través de fomites.

La hetero inoculacidn se presenta por contacto genito-digital (toque o rascado de genitales) o besos
a partir de individuos previamente infectados. Niflos pequefios podrian adquirir la infeccién
mediante el contacto cercano con familiares y cuidadores durante la limpieza, alimentacion y
cambio de pafial®.

La trasmisidon a través de fémites fue considerada desde 1.989 por Ferenczy y col., quienes
reportaron la deteccién de material genético del VPH en diferentes materiales médicos como
guantes e instrumentos quirdrgicos. Los nifios podrian ser infectados por medio de las tasas de

bafio, toallas infectadas u otros objetos. No obstante, el papel de los fémites en el desarrollo de

infecciones activas no ha sido identificado?®%°.

Historia Natural de la Infeccién Oral por VPH

La historia natural de la infeccidn oral de VPH, asi como su duracién y progresién a carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC, por sus siglas en inglés) no estd aun caracterizada.
Estudios realizados al respecto sugieren que la infeccién de mucosa oral de individuos
aparentemente sanos es poco prevalente y muestra una tasa de resolucién de aproximadamente el
90% en un periodo de 12 a 24 meses, siendo evidente una alta variacién por género y entre regiones

geograficas’887,8889,

Un estudio publicado recientemente estimd la incidencia y aclaracién de la infeccién oral por VPH a

través de la revision de nueve publicaciones que incluian en total 3.672 participantes adultos
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aparentemente sanos. La prevalencia de infeccidn oral fue del 7,5%, la incidencia en un periodo de
12 meses fue de aproximadamente el 5% y la resolucién de la infeccién varié entre un 0 a un 80%
en in periodo de 6 a 18 meses. El genotipo mas comun fue VPH 16, con una prevalencia media de

1,6% y una resolucién entre 40 a 80% de las infecciones en un periodo de 7 a 20 meses.*

Estudios en poblacidn infantil han reportado tasas de infeccién general desde los 3 meses a 12 afios
de edad entre 0 y 47%, y tasas especificas por edad con un patrén de distribucion bimodal con
mayores frecuencias de infeccién en las etapas mas tempranas (< 1 afio) y tardias de la nifiez (>13
afios)'®°1, La persistencia de la infeccidn oral ha sido abordada por estudios de seguimiento, como
el Finish Family HPV Study donde encontraron tasas de infeccidn neonatal del 14%, 21% a los 6
meses postparto, y 12% a los 36 meses. Tras un periodo de 3 afios, el 42% de los infantes adquirieron

una nueva infeccion, mientras que el 11% la resolvieron, y el 10% tuvo una infeccion persistente®*#4,

Prevalencia de la Infeccién Oral por VPH

En general la prevalencia de infeccidon oral por VPH es mucho menor que la infeccidon genital.
Estudios epidemioldgicos indican que la prevalencia global de infeccién por VPH en mujeres con
citologia normal es del 11 al 12% y en Latinoamérica de aproximadamente el 16%'®'’. La infeccidn
oral por su parte muestra una amplia variacion entre los estudios realizados entre 0,9 a 7,5%2. Estas
diferencias observadas en ambas regiones anatdmicas, podrian ser explicadas por las siguientes
hipdtesis: 1) una deteccidén reducida, debido a menores cargas virales en cavidad oral; 2) una
transmision ineficiente de la infeccion, debido a caracteristicas propias del tejido como la inmunidad
local, la carencia de una zona de transformacién o el flujo de saliva; y 3) una resoluciéon mas rapida
de la infeccidn. Estudios adicionales que confirmen tales hipdtesis son necesarios®.

Una serie de investigaciones muestran un patrén bimodal de la infeccidn oral por VPH en adultos
dependiente de la edad, con un primer pico de prevalencia entre los 30 a los 34 afios y un segundo
pico entre los 60 a 64 afios, con una prevalencia absoluta mayor en el sexo masculino comparado
con el femenino®®, En la mayoria de estudios, conducidos sobre individuos saludables, la
prevalencia de VPH 16 fue baja, tipicamente entre 0,5 a 2%.

Las razones de la baja tasa de deteccidon de VPH en mucosa oral y la mayor prevalencia en el sexo

masculino son desconocidas, aunque se han plateado las siguientes hipétesis: 1) los hombres tienen
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mayor numero de compafieros sexuales, y asi mayor oportunidad de exposicién; 2) la transmision
de la infeccién es mas eficiente cuando se realiza sexo oral sobre la superficie mucosa de genitales
femeninos infectados, que cuando se realiza sobre el epitelio queratinizado del pene y 3) las mujeres
con algun nivel de inmunidad sistémica por infeccién cervical de VPH, podrian ser protegidas contra
la infeccidn oral, o que no ocurriria en los hombres?”. Con respecto al patrén bimodal que evidencia
la infeccion oral por VPH por grupos de edad, se ha planteado que podria estar causado por un
cambio en las prdacticas sexuales orales en la poblacién entre 30 a 49 afos comparado con
generaciones mayores o una combinacion del incremento en la duracién de las infecciones,

reactivacién de infecciones latentes e incremento de la incidencia®.

Un estudio realizado entre 2.011 y 2.014 por el Centro Nacional de Estadisticas de Salud de los
Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades de los EE. UU. (NHANES) incluyo un total
de 4.493 hombres y 4.641 mujeres entre los 18 a 59 anos de edad aparentemente sanos. La
prevalencia general de infeccidn oral por VPH en hombres y mujeres reportada fue del 11,7% (95%
IC:9,8-13,1)y 3,2 (IC: 2,7 - 3,8), respectivamente. La prevalencia de infeccidon por VPH-AR fue del
7,3[IC:6,0-8,6] en hombresy del 1,4 [IC: 1,0-1,8] en mujeres. El VPH16 fue el genotipo mas comun,

particularmente en hombres (1,8 vs. 0,3)%.

En paises latinoamericanos una serie de estudios realizados en Peru, México y Brasil, reportaron
prevalencias de infeccidn oral por VPH entre el 5,3% y el 7,3%, en ambos sexos. La prevalencia de
infeccidn en mujeres estuvo entre el 5,3 y 11,9%. Solo uno de los estudios reporto una prevalencia
especifica del VPH-16 del 1,3%. En todos los casos los genotipos mas prevalentes fueron VPH-
BR96’97’98.

Particularmente en Colombia son escasas las investigaciones al respecto. Hasta la fecha solo se
cuentan con dos publicaciones. La primera de ellas realizada en una poblacion de 66 hombres entre
los 18 a 58 afios, reportd la presencia de material genético de VPH en el 4,5% de los casos. Los
genotipos detectados fueron VPH 11 (1,5%) y 16 (1,5%)%. Un segundo reporte mostro una
prevalencia de VPH 16 del 43,8% en 48 individuos aparentemente sanos, 16 hombres y 32 mujeres,
entre los 18 a 40 afios en la ciudad de Cali*®.

En poblaciéon infantil una variedad de genotipos han sido reportados incluso desde el periodo

neonatal. Smith y col., analizaron un total de 1.235 muestras de mucosa oral de nifios entre las 2
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semanas hasta los 20 afios de edad, encontrando una prevalencia general de 1,9%. Las mayores
tasas de deteccidn se ubicaron en los nifios menores de un afio (2,5%) y adolescentes entre los 16 a
20 afos (3,3%), evidenciandose un patrén bimodal. Las menores tasas de deteccidn se encontraron
entre los uno a cuatro afios (0,8%) con un incremento gradual por edad. Genotipos de alto riego
fueron detectados en el 0,8% de los casos, siendo el VPH 16 fue el mas prevalente (60%). VPH-BR
fueron detectados en el 1,1% de los casos. Segun los autores, la trasmisidon vertical podria explicar
la alta prevalencia de infeccién oral en nifios menores de un afio, sin embargo, a medida que crecen
la infeccidn es resuelta o se vuelve latente e indetectable. Mas adelante el inicio de las relaciones
sexuales, dispararia la prevalencia en el grupo de 16 a 20 anos. La frecuencia relativa de infeccién
oral por edades en nifios y adolescentes entre las dos semanas y 20 afios, reportada por Smith y

col., se observa en la figura 6.
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Figura 6. VPH en mucosa oral de nifios y adolescentes.
Tomado de: Smith EM, Swarnavel S, Ritchie JM, Wang D, Haugen TH, Turek LP. Prevalence of
human papillomavirus in the oral cavity/oropharynx in a large population of children and

adolescents. Pediatr Infect Dis J. 2007;26(9):836-840.

Posteriormente, una revision de la literatura realizadas por dos Santos y col.,, reporto una

101 ‘mientras que Syrjanen y

prevalencia de VPH en mucosa oral de nifios entre un 12,3% y 48,1%
col., reportaron prevalencias entre el 0 y el 47% en nifios asintomdticos entre los 0,3 a 11,6 aios de

edad®. Si bien estudios de seguimiento han establecido un tiempo de resolucién de infeccién oral
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por VPH en nifios de 6 meses aproximadamente, han sido reportadas altas prevalencias en todos
los rangos de edad, aunque se evidencia una alta variabilidad, probablemente a causa de la técnica

utilizada para la recoleccidn de la muestra y deteccién molecular de VPH™,

Factores de Riesgo de la Infeccién Oral de VPH

Numerosos estudios transversales han explorado una variedad de factores de riesgo de la infeccidn
oral de VPH, siendo los mas consistentes el género masculino, el incremento de la edad, el

comportamiento sexual y el consumo de tabaco.

Estudios poblacionales que han evaluado el nivel de riesgo, han sefialado que el sexo masculino, el
consumo de marihuana y tabaco (>20 cigarrillos al dia) y el nimero de comparieros sexuales orales
y vaginales (>16), incrementan el riesgo de adquirir una infeccién oral por VPH entre 4 a 16 veces.
El mayor factor de riesgo fue el nimero de comparieros sexuales. 10%%,

En pacientes VIH positivos se ha asociado de forma significativa el grado de inmunosupresion con

una mayor prevalencia de infeccidn oral por VPH?,

Asociaciones significativas entre la infeccion oral por VPH y los besos profundos, ha sido identificada
en algunos estudios, sugiriendo que estos podrian constituir una vial de adquisicién adicional de

VPH!®,

Resultados incongruentes también han sido observados en diferentes investigaciones, por ejemplo,
D’Souza y col., no encontraron una asociacién significativa entre la infeccién oral por VPH vy el
numero de companeros sexuales a lo largo de la vida, pero si encontraron una asociacion
significativa con el nimero de companeros sexuales recientes, en este estudio, tampoco se
encontraron asociaciones significativas con el consumo de mariguana, tabaco y besos en la
bocal®.Un estudio adicional llevado a cabo por Kreimer y col., que incluyo mas de 4.000 hombres
entre 18 a 70 afios, no logro encontrar una asociacion significativa entre la conducta sexual y la
presencia de VPH en cavidad oral, aunque si encontraron una mayor prevalencia en hombres
solteros y fumadores. Otras asociaciones con el nivel socioecondmico y el consumo de alcohol han

sido igualmente incongruentes entre los diferentes estudios'®
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En poblacion infantil sin evidencia de contacto sexual previo, los factores de riesgo varian segun el
grupo de edad. Rintala y col., tras el andlisis de 76 familias identificaron como factores de riesgo de
infeccién oral en nifios entre los 0 a 24 meses, antecedentes maternos de infeccién cervical
persistente por VPH®. La deteccidn de VPH en la etapa neonatal algunos autores la han asociado
con parto por canal vaginal contaminado de la madre, y alta carga viral'®. La persistencia de la
infeccion oral por VPH, ha sido asociada con la presencia del virus en la cavidad oral de los padres,
verrugas cutdneas en las manos de la madre, e inicio temprano de actividad sexual también por

parte de la madre®.

Consecuencias de la infeccién de VPH en poblacién infantil

EL VPH ha sido asociado a una variedad de patologias en poblacidn infantil, generalmente de
crecimiento limitado y regresién espontdnea. Verrugas cutdneas y genitales, liguen escleroso,

papilomas orales, y papilomatosis respiratoria recurrente-juvenil (PRRJ), son un ejemplo de ello®,

No obstante, a pesar de las altas prevalencias de infeccion reportadas, la enfermedad clinica en
nifios es poco comun. Un estudio reciente, publicado por Mammas y col., usé el término “estrategia
del caballo de Troya oncogénico”, para describir la historia del VPH en nifios, refiriéndose a estos
ultimos como un reservorio silente de genotipos de VPH-AR, tal como el caballo de Troya de la
mitologia griega’®’.

En cavidad oral las manifestaciones clinicas mas comunes de la infeccién por VPH son: papilomas;

condiloma acuminatum; verruga comun; hiperplasia epitelial focal y en casos poco comunes la PRRJ

y el carcinoma de células escamosas.

Los papilomas orales son los tumores epiteliales mas comunes en poblacion infantil (7,5%) y segun
una revision bibliografica realzada por Syrjanen S., aproximadamente el 50% de las lesiones son
causadas por el VPH, particularmente, VPH 6 y 11, y el 75% de los condilomas orales, dificiles de
distinguir clinicamente de los papilomas, han sido reportados positivos para VPH?94°,

La PRRJ en una rara enfermedad que se presenta en 4,3/100.000 de los nacimientos. Suele

manifestarse a los 5 afios de edad y se caracteriza por el crecimiento recurrente de papilomas de
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células escamosas en las cuerdas vocales, epiglotis y drea subgldtica y en algunas ocasiones traquea
o bronquios. Es causada por los genotipos 6 y 11, y fue la primera manifestacion clinica en nifios

asociada a la infeccién por VPH?%32,

El desarrollo de neoplasias en poblacién infantil es ain un tema de estudio, aunque se han
reportado casos aislados como el de Snietura y col., quienes identificaron un carcinoma de células
escamosas en el canal auditivo externo en un niflo de dos afios nacido por cesdrea de una madre
VPH positiva, diagnosticada con cancer cervical durante el embarazo. Muestras de la madre y el nifio

fueron analizadas, identificando al VPH 31 en ambos, corroborando la etiologia viral.

VPH y HNSCC

El cancer de cabeza y cuello comprende un grupo heterogéneo de malignidades del tracto
aerodigestivo superior que juntas comprenden el séptimo cancer mds comun alrededor del mundo.
Se presentan en diferentes localizaciones como cavidad oral, faringe, laringe y glandulas salivales.
Siendo la gran mayoria carcinomas de células escamosas (CCE). Los principales factores de riesgo de
estos tipos de cdncer son el consumo de tabaco (fumado o mascado) y el alcohol*®, Sin embargo,
en las ultimas décadas revisiones de la agencia internacional de investigacién del cancer (IARC)
concluyeron que existe suficiente evidencia de la carcinogenicidad especialmente del genotipo 16
del VPH en la orofaringe y posiblemente también en cavidad oral y laringe®!®, donde la explicacién
mas plausible del origen de los CCC asociados al VPH es una infeccion oral adquirida por via sexual

que no se elimina, persiste y evoluciona a cancer invasivo%11,

Estudios clinicos y epidemioldgicos han concluido que el HNSCC asociados a infeccion por el VPH
comprenden un grupo diferente con respecto a los no asociados a esta infeccién viral. Se ha
establecido especificamente que el cancer orofaringeo VPH positivo (COF-VPH), se presenta
caracteristicamente en hombres jévenes con o sin historia previa de tabaquismo y consumo de
alcohol y muestra una fuerte relacion con factores de riesgo relacionados con el comportamiento
sexual, como el inicio de actividad sexual a temprana edad y un alto nimero de parejas sexuales
orales y vaginales. Respecto al prondstico de los COF-VPH han sido reportadas altas tasas de

sobrevivencia tras protocolos de tratamiento con quimioterapia y radioterapia con una baja
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probabilidad de recurrencia y malignidades secundarias en comparacidn a tumores no asociados a

infeccién por VPH!?,

CAPITULO IV

Infeccién Oral por VPH en adolescentes

En 2.001 un estudio realizado por Summersgill y col., buscaron determinar la frecuencia de VPH en
cavidad oral de adolescentes entre los 13 a 20 afios de edad encontrando una tasa de deteccién del
5,2% (5/97)*3. Estudios posteriores han reportado prevalencias de infeccién del 1,5% en
adolescentes entre los 12 a 15 afos y del 3,3% entre los 16 a 20 afios. En este estudio publicado por
Smithy col., el sexo femenino, antecedentes de verrugas genitales y el tabaquismo fueron asociados
con mayor riesgo de infeccion oral por VPH en el grupo de edad de 16 a 20 anos. VPH-AR fueron

identificados en el 0,5 a 1,2% en ambos grupos®*.

En 2.010 Durzynska y col., analizaron 2.837 muestra de lavado bucal de adolescentes entre los 13 a
18 afios en una region de Polonia, encontrando porcentajes de infeccion del 1,4% (22/1551) en el
grupo de 13 a 15 afios y 1,1% (14/1286) en el grupo de 16 a 18 afios. El genotipo detectado con
mayor frecuencia fue el VPH 11. VPH 16 no fue detectado en la poblacién estudiada.

De acuerdo al estatus de vacunacion, en Suiza, un estudio conducido por Nordfors y col., fue
reportada una prevalencia de VPH-AR en mucosa oral de 335 estudiantes de preparatoria vacunados
y no vacunados entre los 17 a 23 afios del 1,8% (3,1% en mujeres y 0,6% en hombres)!!*. Este estudio
no encontrd diferencias significativas en la deteccion de VPH entre géneros, ni entre el grupo de
mujeres vacunadas y no vacunadas. En poblacién masculina, un estudio publicado por Lehtinen y
col., realizado en 395 jévenes vacunados y no vacunados con una media de edad de 18 afios,
encontré diferencias significativas entre la prevalencia de deteccidn oral de los genotipos de VPH
16y 18 entre ambos grupos (0% vs. 2,1%)*>. Estudios adicionales realizados en poblacién de mayor
edad evidencian diferencias significativas de acuerdo al estado de vacunacidn siendo la prevalencia
de VPH en mucosa oral menor en poblacién vacunada®'®1?’,

Estudios adicionales en adolescentes latinoamericanos son escasos, especialmente Colombia.
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Vacunas contra el VPH

Actualmente, se cuenta con tres vacunas contra el VPH evaluadas en ensayos clinicos, licenciadas y
recomendadas en un esquema de tres dosis (0, 2, 6 meses), aunque estudios recientes han

reportado evidencia de una efectividad similar en esquemas de dos dosis.

En 2.006, fue aprobada por la Administracién de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) la
primera vacuna profilactica contra el VPH, Gardasil (Merck and Company Inc, Whitehouse Station,
NJ), para su aplicacion en mujeres entre los 9 a 26 afios, para la prevencion de cancer cervical y
verrugas genitales causados especificamente por los tipos de VPH 6, 11, 16 y 18. En el afio 2.009, su
aprobacion fue extendida para su aplicacién en hombres, para la prevencion de verrugas genitales
y malignidades anales. Cervarix (GlaxoSmithKline, Philadelphia, Pa), la segunda vacuna contra el
VPH, fue licenciada en 2.009, para la proteccién contra los VPH 16 y 18 en mujeres entre los 9 a 25
afios!®8, Por ultimo, la vacuna nonavalente, Gardasil-9 fue licenciada en 2.014, para su aplicacidon en

hombres entre los 9 a 21 afios y mujeres éntrelos 9 a 26 afios!!%12°,

Todas las vacunas consisten en particulas huecas fabricadas con una proteina recombinante, la
proteina mayor de la capside, L1. Estas particulas, denominadas particulas similares al virus (VLPs),
poseen una morfologia y geometria similar a la del virus nativo, pero carecen de material genético

en su interior.

La vacuna Gardasil se compone de VLPs compuestos por L1 de VPH 6, 11, 16 y 18, Cervarix por L1

de VPH 16y 18, y Cervarix-9 por L1 de VPH 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 5821,

Cada vacuna brinda proteccidn frente las enfermedades relacionadas con los tipos virales que

incluyen.

Efecto Bioldgico de la Vacuna en Infecciones Cervicales y Cancer

El efecto bioldgico de las vacunas contra el VPH se ha establecido mediante ensayos clinicos
aleatorizados en fase 3 realizados en mujeres entre los 15 a 26 afios, la tabla 2 resume los ensayos

realizados para cada vacuna y los resultados obtenidos.
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En general, estos estudios encontraron una alta eficacia de la vacunacion (89,5%-98,2%) en la

prevencion de lesiones premalignas (NIC 2+) asociadas con los tipos especificos de VPH cubiertos

por la vacuna en mujeres no expuestas previamente al VPH8, La eficacia disminuyd en todos los

estudios cuando fueron analizadas mujeres con exposiciéon o infeccion previa (54,8%-60,7%).

Adicionalmente, la eficacia de la vacuna se redujo notablemente cuando se analizaron infecciones

ocasionadas por tipos de VPH no incluidos en la vacuna (42,9%-64,9%). Datos que brindaron soporte

para el desarrollo de la vacuna nona-valente (Gardasil-9), la cual ha mostrado una alta eficacia

(96,7%) en la prevencion de neoplasia intraepitelial cervical, vaginal y vulvar grado 2 y 3 e

infecciones persistentes (96,0%) causadas por los VPH 31, 33, 45, 52 y 58. Asi como su

inmunogenicidad no demostré ser inferior (>99%) para los VPH6, 11, 16 y 18 al ser comparada con

la vacuna cuadrivalente (Gardasil

)119,122

Tabla 2. Resumen de ensayos clinicos de vacunas contra el VPH realizados en poblaciones de

cancer cérvico-uterino.

ENSAYO COHORTE VACUNA CONTROL PERSISTENCIA VIRAL EFICACIA DE LA
EFICACIA DE LA ENFERMEDAD
INFECCION (>6 MESES) (NIC 2+)
FUTURE I/II Mujeres Gardasil-4 Placebo No evaluada 98,2%
15-26 afios (Merck) N=7.865
N=7.864
PATRICIA Mujeres Cervarix Vacuna 91,4%-94,3% 92,9%
15-25 afios | (GlaxoSmithKline) contra la
N=7.338 Hepatitis A
N=7.305
CVT Mujeres Cervarix Vacuna 90,2%-93,1% 89,5%
15-25 afios | (GlaxoSmithKline) contra la
N=2.643 Hepatitis A
N=2.697
Ensayo Mujeres Gardasil-9 (Merck) Gardasil Riesgo de Reduccion: Riesgo de
9-Valente 15-26 afos N=5.948 N=5.943 96,0%" Reduccion:

96,3%-96,7%"

Abreviaturas: NIC 2+, neoplasia intraepitelial cervical de grado 2; CVT, Ensayo de vacunacion contra el VPH Costa Rica
(siglas en ingles); PATRICIA, Ensayo papiloma contra el cancer en adultos jévenes; FUTURE I/Il, Mujeres unidas para
reducir unilateralmente la enfermedad Ecto/Endocervical.
*Se muestra la reduccidn del riesgo para la enfermedad o infeccidn asociada con los tipos especificos de VPH 31, 33, 45,
52 y 58, mas que la eficacia absoluta.
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Estudios de inmunogenicidad que han evaluado la respuesta de anticuerpos y la estabilidad de la
respuesta inmune inducida por la vacuna, han encontrado altos titulos de anticuerpos un mes
después de finalizar el esquema, incluso 100 veces mas altos de lo que se obtiene tras una infecciéon
natural. Después de dos afios se observa un descenso de los titulos, aunque se mantienen 10 veces

mds elevados con respecto a los niveles generados tras una infeccién natural?.

Estudios realizados en poblaciéon infantil entre los 10 a 15 afios han demostrado una respuesta
robusta en nifos y nifias, con titulos de anticuerpos 1,7 a 2,7 veces mayor comparados con adultos

jovenes. Estos titulos, se ha reportado, permanecen estables hasta por 8 afios post-vacunacién?%122,

Impacto Potencial de la Vacuna Profilactica Contra la Infeccién Oral por VPH y Carcinoma Orofaringeo

La prevalencia del cancer orofaringeo (COF), un subgrupo de HNSCC, ha incrementado
significativamente en las Ultimas décadas, a causa de la infeccién por el VPH. En los Estados Unidos,
aproximadamente entre el 70 al 90 % de los casos de COF, son causados por el VPH. Frente a esto,
hay un interés creciente en el efecto de la vacunacion en la prevencién del COF. Sin embargo, la
efectividad de ninguna de las 3 vacunas disponibles ha sido rigurosamente evaluada frente a la
proteccion de infeccidn oral o desarrollo de COF. Su licencia recomienda su uso para la prevencién

de cancer ano-genital, pre-cancer y verrugas genitales!?.

Hasta la fecha son escasos los reportes sobre este tema, y solo datos provenientes del Costa Rica
HPV Vaccine Trial (CVT), brindan evidencia indirecta de la potencial eficacia de la vacuna en la
prevencion de la infeccién oral por VPH al encontrar cuatro afios después de la vacunacion,
prevalencias de VPH en mucosa oral mayores en el grupo control respecto al grupo vacunado (0,7%
vs 0,03%), con una eficiencia estimada de 93,3%. Sin embargo, debido a que este estudio no fue
disefiado con este objetivo, no cuenta con una linea de base de infeccion oral por VPH o un
seguimiento que permita estimar en forma definitiva la efectividad de la vacuna en infecciones

persistentes en esta localizacién anatémica®?.

En el estudio CVT ademads se encontré que la vacunacion de mujeres con o sin exposicion previa al

VPH, pude proveer proteccidn frente a la infeccién por VPH16/18 en uno o mas sitios anatémicos
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(7,4% vs 30,4% p<0.001), Por lo tanto, mujeres expuestas al virus, pueden protegerse no solo contra

la infeccidn cervical, sino adicionalmente la region oral y anal*?.

Adicionalmente, anticuerpos que han mostrado ser importantes en la proteccién frente a la
infeccion oral por VPH, como la Ig G de mucosa oral y la Ig A secretora, que han sido detectadas en
mujeres con historia de infeccién natural por VPH, han sido también detectadas en individuos
vacunados, lo que podria significar un mejoramiento de la inmunidad local tras la vacunacién, sin

embargo la respuesta de anticuerpos en este tejido ha sido poco evaluada!®.

En vista de la escasa informacién disponible y la creciente prevalencia de cancer orofaringeo en
diversas regiones geograficas, son necesarios estudios adicionales que permitan determinar la

eficacia de las vacunas disponibles contra el VPH en la infeccion oral o cancer orofaringeo.

Implementacién de la Vacuna Profilactica

Desde su licencia, la vacuna contra el VPH ha sido introducida en programas nacionales de
inmunizacion en muchos paises alrededor del mundo. En general estos programas van dirigidos a
mujeres entre los 9 a 15 afios de edad que no han iniciado su vida sexual. Algunos paises de altos
ingresos como Estados Unidos, Canada, Austria y Australia han adicionalmente iniciado la

vacunacidn masculina?%t21,

A nivel mundial se estima que el 4% de las mujeres elegibles han sido vacunadas, sin embargo, la
mayoria de estas provienen de paises de altos ingresos, sin embargo, las poblaciones con mayor
incidencia y mortalidad de cancer de cuello uterino se encuentran en el mundo en desarrollo y

permanecen desprotegidas.

Los principales factores que han influenciado la baja cobertura en paises de mediano y bajo ingreso
han sido los costos, la logistica que implica la aplicaciéon de multiples dosis, y la creencia de padres
y cuidadores acerca de posibles efectos adversos relacionados con la vacuna, esto a pesar de la

amplia evidencia sobre la alta eficacia y seguridad de la misma.
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En los estados unidos, por ejemplo, para el 2.013, solo el 57% de las adolescentes entre 13 a 17 afios
habia iniciado su vacunacién, y solo en 37,6% completo el esquema, demostrando un limitado uso

de la vacuna®®.

Estrategias basadas en incrementar la percepcién de la poblacidn de los beneficios de la vacunacion,
asi como la susceptibilidad y severidad de las enfermedades prevenibles tras su aplicacion, deben

ser implementadas.

Vacunacion Contra el VPH en Colombia

Desde el afio 2.012 el Ministerio de Salud y Proteccién Social, como parte de una estrategia para
reducir la morbilidad y mortalidad por cancer de cérvix en Colombia, incluyé la vacuna contra el VPH

en el esquema Unico de vacunacion nacional.

La introduccion se realizé en dos fases, la primera, iniciada en agosto del mismo afio incluyd la
vacunacion de nifias escolarizadas en instituciones educativas publicas y privadas, que estuviesen
cursando cuarto afio y tuviesen 9 afios o mas. La segunda fase, iniciada en febrero de 2.013, tuvo
como obijetivo la vacunacion de nifias no escolarizadas de zonas rurales y urbanas. Ese mismo afio
se amplié la edad de cobertura de nifias escolarizadas, desde los 9 afios cumplidos hasta el grado

once con independencia de la edad; y no escolarizadas desde los 9 hasta los 17 afios?.

La vacuna utilizada fue Gardasil (tetravalente), que permite la proteccién frente a los tipos de VPH
6,11, 16 y 18. En un esquema de tres dosis (0, 2 y 6 meses).

Segun la base de datos del Programa Ampliado de Inmunizacion, PAI, desde su implementacién y
hasta el 2.015, fueron vacunadas en Colombia, un total de 3.1 millones de nifias, con tasas de
cobertura superiores al 90%, una de las mayores a nivel mundial'?. Sin embargo, en el afio 2.014,
la cobertura descendié bruscamente hasta el 20,4%, muy probablemente, a causa de los hechos
ocurridos en el municipio del Carmen de Bolivar, en los que se prestaron mas de 200 reportes de
eventos adversos aparentemente secundarios a la vacunacién de un grupo de nifias entre los 8 y 19

afios. Posteriormente, tales reportes fueron descartados como efectos secundarios a la vacunacién
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y se catalogaron como episodios psicogénicos, a causa del miedo colectivo hacia la vacuna!?’. Un

estimado mas reciente, indica que la tasa de cobertura no supera el 16%*2%,

En la ciudad de Cali, el Programa Ampliado de Inmunizaciones (PAI) de la secretaria de salud de
Santiago de Cali desde el 2.012 ha venido realizando jornadas de vacunacién gratuita, en nifas
escolarizadas y no escolarizadas, como parte de la estrategia nacional en salud publica para reducir
la morbilidad y mortalidad por cancer de cuello uterino en mujeres colombianas. Las primeras dosis
fueron suministradas a 97.976 nifas escolarizadas de un censo de 100.548 para una cobertura del
97,4%. De este grupo de nifias 53.492 han recibido la segunda dosis. Asi, el porcentaje de cobertura
de las instituciones educativas ha sido del 93,1%, en donde el 96.9% corresponde a colegios publicos

y €l 90,75% a colegios privados.

CAPITULO V

VPH y céncer cervical

Como se ha mencionado anteriormente, el VPH es considerado el agente causal necesario de mas
del 90% de los casos de cancer cervical*®’; y hasta la fecha se han identificado mas de 40 tipos
mucoso trépicos, los cuales han sido clasificados como VPH-AR o VPH-BR de acuerdo a su potencial
carcinogénico. Segun la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC, siglas en inglés)
el grupo de AR se compone de 15 genotipos de VPH: VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66, 68 y 82; un grupo de posible riesgo oncoldgico incluye seis genotipos: VPH 26, 53, 67, 68, 70
y 73; y en el grupo de BR se encuentran el VPH 6 y 1119130, | a5 infecciones por este agente viral
pueden ser Unicas o multiples, con infeccidn simultdanea por mds de un genotipo de VPH, siendo
estas Ultimas asociadas con grados severos alteracién histoldgica e incremento de la persistencia de

la infeccion317133,

El cancer cervical (CC) es el cuarto tipo de cancer mas comun alrededor del mundo en poblaciéon
femenina®**. Normalmente, esta precedido generalmente por una serie de cambios histoldgicos que
se caracterizan microscépicamente por manifestaciones que van de la atipia celular a diversos

grados de displasia o de Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) antes de progresar a carcinoma

46



invasor!®. No existen sintomas especificos ni caracteristicas clinicas que indiquen la presencia de
displasia cervical, razén por la cual métodos de tamizaje como la citologia cérvico-uterina han
permitido la identificacidon oportuna de lesiones potencialmente malignas, mediante un examen
microscépico de las células cervicales denominado prueba de Papanicolau. Sin embargo, el
diagndstico final de NIC se establece mediante un examen histopatoldgico de biopsia cervical. Este
procedimiento permite determinar la presencia y grado de la neoplasia en funciéon de Ia
diferenciacién, maduracién y estratificacion celular’3>3¢, Actualmente el sistema Bethesda,
nomenclatura histopatoldgica propuesta en 1.988 por el Instituto Nacional de Cancer de los Estados
Unidos incorporo nuevos conceptos citologicos para unificar la terminologia empleada en el
diagndstico final de NIC'¥, Este sistema propone la utilizacién del término de Lesiones Escamosas
Intraepiteliales (LEl) con dos grados: LEI de bajo grado (LEI-BG) y LEI de alto grado (LEI-AG). Esta

clasificacidn ubica a NIC 1 en la categoria LEI-BG; mientras la categoria LEI-AG abarca NIC 2 y NIC

3137

Con relacién a la prevencion primaria del CC, hay actualmente tres vacunas comerciales que brindan
proteccién en contra del VPH: Cervarix, Gardasil_4 y Gardasil_9'1%120122_ Estas vacunas protegen
contra los genotipos VPH 16 y 18 responsables del 70% de los CC. Ademas, la vacuna Gardasil_4
protege contra los genotipos de VPH 6 y 11. Igualmente, la vacuna Gardasil_9 ayuda a prevenir la
infeccidn por los cuatro genotipos del VPH previamente mencionados mas otros cinco VPH-AR: VPH
31, 33, 45,52y 58, los cuales son los responsables de un 20% adicional de CC'* por lo que se sugiere
que la vacuna Gardasil 9 podria evitar un 90% de los CC. En Colombia, desde el 2.012 el Ministerio
de Salud y Proteccién Social en equipo con los Programas Ampliados de Inmunizacion (PAI) de las
secretarias de salud municipales empezaron a implementar la vacunacién gratuita contra VPH con
la vacuna Gardasil_4 en nifias escolarizadas de sexto a once grado y no escolarizadas entre los 9 a
17 afios con un esquema de vacunacién de 0y 6 meses3®13°, En el 2.014 el Ministerio de Salud y
Proteccién social de Colombia presentd una nueva guia de practica clinica para la prevencion
secundaria del CC mediante la deteccién y manejo de lesiones potencialmente malignas de cuello
uterino con algoritmos que se aplican seguin la edad de la paciente!®. Para mujeres de 30 afios o
mas, el algoritmo propone un tamizaje primario con prueba ADN-VPH (Figura 7), si la prueba tiene
un resultado negativo, la mujer deberd repetir esta prueba transcurridos 5 afos. Por otro lado, si la

prueba ADN-VPH es positiva, la mujer debera realizarse la prueba de citologia. A continuacion, si la
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prueba citoldgica tiene resultado anormal, a la paciente se le debe realizar una prueba colposcdpica,
y segun el hallazgo histopatolégica, se le debe dar manejo clinico. En el caso contrario, si el resultado
de la citologia es negativo, la mujer deberd hacerse el tamizaje con prueba ADN-VPH transcurridos
18 meses, tiempo suficiente para saber si el sistema inmune pudo resolver la infeccién por VPH en
la regién cervical y eliminarlo o en caso contrario que la infeccién persista, en este caso, a la paciente
se le debe realizar la prueba colposcépica sin necesidad de citologia previa (Figura 7). Para mujeres
entre 25 a 30 aios de edad, el algoritmo propone una citologia cérvico-uterina anual como principal
estrategia de tamizaje primario. Si se encuentra alguna anormalidad celular, la paciente deberd
realizarse la prueba de ADN-VPH, y seguir la guia propuesta dependiendo de los resultados. Para
mujeres menores de 25 afos se propone una prueba citoldgica anual, 3 afios después del inicio de

su vida sexual o bajo criterio medico en poblaciéon en riesgo.
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REVISION Y RACIONALIZACION DE LOS CAPITULOS DE LA TESIS

Como se ha mencionado, los capitulos de esta tesis, abordan diferentes aspectos de la exposicién al
VPH por parte de poblacién femenina colombiana mediante una serie de estudios de tipo
transversal. Permitiéndonos un acercamiento a la dindmica de deteccién de este patégeno en
diferentes tipos de muestras bioldgicas y diferentes edades.

La figura 8 muestra un esquema general que representa los diferentes objetivos de esta tesis y
expone los vacios en el conocimiento actual que se investigan en el presente trabajo abordandose
de forma secuencial a partir del capitulo 2. El presente capitulo como se observa brinda las bases
conceptuales que sustentan este trabajo, asi como una breve introduccidon de los capitulos

subsiguientes.

El capitulo 2 aborda la transmisidn vertical del VPH mediante el analisis molecular de muestras de
origen materno (placenta y sangre) y fetal (sangre y células endoteliales de corddn umbilical). El
material bioldgico analizado pertenecié a 300 mujeres primigestantes aparentemente sanas entre
los 16 a 31 afios de edad, de la ciudad de Cali, Colombia. Estas muestras hacian parte del bio-banco
del grupo de Nutricién de la Universidad del Valle, y provenian de un proyecto anterior titulado
“Efecto del Ejercicio Fisico y de la Complementacion con micronutrientes sobre factores maternos
y placentarios asociados a la programacion fetal de enfermedades crénicas no transmisibles"

(Cédigo 1106-459-21540), ejecutado entre los afios 2.010 a 2.012.

Con el fin de optimizar los recursos y muestras bioldgicas recolectadas, se plantea este proyecto,
con base en la evidencia cientifica que sugiere un mecanismo de transmisidon no sexual del VPH. La
transmision intrauterina especificamente, definida como el acceso del VPH al feto a través de micro
lesiones en las membranas fetales o por via transplacentaria, ha sido reportada con antelacion en
diferentes paises alrededor del mundo y publicando frecuencias de este tipo de trasmision entre el
0 al 20% de los casos estudiados. No obstante, en nuestro pais hasta la fecha no ha sido publicado
un estudio semejante.

La evaluacidn de este tipo de trasmisién cobra importancia teniendo en cuenta la alta prevalencia
de infeccidon cérvico-genital por VPH en poblacién femenina en edad reproductiva y el poder

carcinogénico de ciertos genotipos virales, asi como su capacidad de establecer infecciones
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persistentes y latentes por largos periodos de tiempo. El conocimiento de cuan a menudo se
presenta este tipo de trasmisién podria impactar las estrategias de vacunacién actuales y el manejo
clinico de mujeres infectadas en condicidon de embarazo. Toda vez que si bien la asociacion entre la
deteccién de VPH en diferentes tipos de muestras bioldgicas relacionadas con el proceso de
gestacién y efectos adversos del embarazo no ha sido consistente, una infeccidn por genotipos
oncogénicos en etapas tempranas de la vida podria traer consecuencias a largo plazo como el
desarrollo de cdnceres relacionados con este virus y afectar la efectividad de la vacunacion
profilactica, actualmente suministrada a nifias a partir de los 9 afios, debido a su establecida baja

eficacia en individuos previamente infectados.

En el capitulo 3 se estudia de forma exploratoria otra via de trasmisién no sexual, la trasmision
horizontal, que se presentan por contacto directo con individuos infectados mediante hetero
inoculacidn o a través de fomites, entre un grupo de madres incluidas en el estudio “Efecto del
Ejercicio Fisico y de la Complementacion con micronutrientes sobre factores maternos y
placentarios asociados a la programacion fetal de enfermedades crénicas no transmisibles", y sus
bebés de aproximadamente dos anos de edad. Adicionalmente, se aborda la deteccién de VPH en
mucosa oral en mujeres entre los 18 a 30 aiios de edad y en nifios menores de 2 afios. Este abordaje
podria llevar al replanteamiento de las estrategias de vacunacidn actuales teniendo en cuanta que
éstas estdn orientadas a iniciar el esquema de vacunacidn a una edad previa al inicio de las
relaciones sexuales, sin tener en cuenta exposiciones previas a causa de las vias de trasmisidon no
sexual. Asi mismo explorar la presencia de VPH en cavidad oral, una localizacién donde cada dia
incrementa la evidencia de carcinogenicidad del VPH, en poblacién aparentemente sana brindaria
una linea base para futuros estudios de efectividad de la vacuna sobre la presencia de VPH en

cavidad oral.

El capitulo 4, indaga sobre la tasa de deteccién de VPH-16 en cavidad oral de adolescentes
escolarizadas vacunadas y no vacunadas entre los 14 a 17 afios de edad. Este estudio aporta
evidencia regional sobre la efectividad de la vacuna en la deteccidn de VPH en mucosa oral, asi como

su asociacion con covariables como la edad y actividad sexual.
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El capitulo 5, se trata de un estudio exploratorio a cerca de asociaciones estadisticas entre lesiones
precancerosas de cérvix y genotipos de VPH identificados en un grupo de mujeres diagnosticadas
de acuerdo a la Guia de Practica Clinica para la deteccidon y manejo oportuno del cadncer de cuello
uterino del Ministerio de Salud y Proteccién Social, ultima estrategia del gobierno nacional en pro
de la reduccion de la morbi-mortalidad asociada al cancer cervical. Con este estudio se pretende
abordar la frecuencia de deteccién de diferentes genotipos de VPH en la ciudad de Cali en mujeres
no vacunadas, con el fin de brindar una base para el estudio posterior de la efectividad de los
programas de vacunacién y deteccién temprana de cdncer cervical. Adicionalmente, se explora el
impacto que tendria la vacunacidon contra el VPH con la vacuna cuadrivalente; y la vacuna
nonavalente recientemente desarrollada y para la que aln no se han publicado ensayos clinicos a

gran escala en nuestro pais.
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APROXIMACION METODOLOGICA

Las preguntas de investigacion de los capitulos subsiguientes fueron abordadas a partir de la
implementacidon de diferentes técnicas de biologia molecular que permitieron la deteccion y
genotipificacién inequivoca del VPH en las muestras analizadas. A continuacidn, se expone una

revision de los métodos utilizados.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR permite la amplificacion in vitro de una regién especifica del ADN mas de un billédn de veces
facilitando su deteccidn.

Esta técnica requiere de 4 componentes fundamentales; nucleétidos trifosfato, que sirven como
bloques de construccidon de las nuevas hebras de ADN; lo cebadores, encargados de flaquear la
region génica a amplificar, la muestra y una enzima encargada de la sintesis. La Taq polimerasa,
extraida de la bacteria terméfila, Thermus aquaticus, gracias a su habilidad de tener una alta

actividad catalitica a altas temperaturas facilita este proceso*!.

Esta técnica consta de ciclos de tres pasos consecutivos que requieren de condiciones especificas
de temperatura. El primer paso es el calentamiento a 90°C, lo que permite la separacion de la doble
hélice de ADN, en el segundo paso la temperatura baja (alrededor de los 50°C), para permitir la
hibridacion de los cebadores con el ADN molde; y por ultimo la temperatura sube hasta
aproximadamente los 72°C, permitiendo la elongacién de la cadena, como lo muestra la figura
9141,142_

La repeticion de estos tres pasos resulta en el doblaje del nimero copias de ADN por cada ciclo (2",
donde n es el nimero de ciclos). Esta reaccion enzimatica, sigue un patrén exponencial alcanzando
una fase de platea alrededor de los 30-40 ciclos, cuando los sustratos de la reaccion se han agotado
y no son generados mds productos. Dada esta enorme capacidad de amplificacidn, esta técnica

permite la deteccién del ADN de incluso una sola célula®!.

El ADN amplificado puede ser visualizado posteriormente mediante una electroforesis de acidos
nucleicos, donde mediante el uso de agentes intercalantes fluorescentes que se unen al ADN de

doble cadena (dsADN) y un campo eléctrico, se lleva a cabo la separacidon por tamafio de los
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productos de amplificacion en una matriz porosa. Los productos de PCR se observan en forma de

bandas brillantes bajo luz UV. De esta forma el resultado de una PCR es meramente cualitativo®.

5 g @
LN
80 °C 72°C
I. Melting lll. Elongation

Il. Primer (and Probe) Annealing
5'_W3II
3 p 2
3
5" ‘Tmh 5
P 3
Figura 9. Representacidn esquematica de la técnica de PCR.
Tomada de: Ishmael FT, Stellato C. Principles and applications of polymerase chain reaction: Basic

science for the practicing physician. Ann Allergy, Asthma Immunol. 2008;101(4):437-443.

PCR anidada

Este tipo de PCR es empleada cuando se quiere incrementar la sensibilidad y especificidad de la
reaccién. Usualmente, la PCR anidada involucra dos amplificaciones secuenciales usando diferentes
pares de cebadores. En este caso, el producto de la primera amplificacién es utilizado como molde
para la segunda PCR. El principio de la reaccidn de amplificacion y los componentes son los mismos

a los descritos anteriormente para una PCR convencional'®3,

La deteccion de VPH mediante PCR generalmente implica el uso de cebadores de amplio espectro
gue reconocen una regién homéloga conservada entre genotipos cuya secuencia completa ha sido
caracterizada. Las parejas de cebadores mas utilizadas para la deteccién de VPH en muestras clinicas
son MY09/11 y Gp5+/6+, los cuales reconocen una region conservada del gen L1 de una gran

variedad de genotipos con varios niveles de sensibilidad'*4°,
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La pareja de cebadores MY09/11 es sintetizada con varios nucledtidos degenerados, resultando en
una mezcla de 25 secuencias Unicas de oligonucleétidos. La pareja Gp5+/6+, posee una secuencia
fija de nucledtidos que detecta un amplio rango de tipos de VPH utilizando una baja temperatura
de alineamiento durante la PCR#,

El empleo de MY09/11 y Gp5+/6+, en una PCR anidada ha mostrado incrementar de forma
sustancial la sensibilidad en comparacién a su uso individual, permitiendo la deteccion de un bajo

nimero de copias4®147:148,

Como se observa en la figura 10, la pareja de cebadores MY09/11, se emplean en una primera PCR
como cebadores externos, los cebadores Gp5+/Gp6+ son utilizados en la segunda PCR como

cebadores internos*®.

E7 | E1 | | L2 |

UTR
E4 -

| i | | | | | |
1000 2000 3000 4000 5000 6000_-- 7000 7900

~

E6 | E2 | E5 | | L1
|
|
0

-

_-=" 291 bp region \‘\\

- for classification ~

MY09/11 — ~450 bp -—

GPE+/6+

— , 150bp

Figura 10. Regidn de reconocimiento de los cebadores MY09/11 y Gp5+/Gp6+.
Modificada de: van Doorn L-J, Kleter B, Quint W. Molecular detection and genotyping of human

papillomavirus. Expert Rev Mol Diagn. 2001;1(4):394-402.
Después de la amplificacién con cebadores generales, son necesarias técnicas adicionales para

identificar los genotipos de VPH detectados en las muestras positivas. Estas incluyen secuenciacion

directa, métodos de hibridacidn inversa, entre otros'*.
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Tecnologia Luminex xMap

La tecnologia Luminex xMap es un método rdpido y costo-efectivo que permite la deteccidn
simultanea de una gran variedad de microorganismos mediante la identificacidn de antigenos o
fragmentos de ADN®.

Esta tecnologia incorpora el uso de micro esferas de poliestireno tefiidas con relaciones precisas de
dos fluorocromos de espectro distintos. Cada esfera puede ser recubierta por diferentes tipos de
moléculas y puede ser distinguida de forma espectral, permitiendo la realizacién de hasta 100
analisis de forma simultdnea. Un tercer fluorocromo acoplado a una molécula reportera, permite
por otro lado detectar la interaccion molecular que haya tenido lugar en la superficie de la
microesfera®®!!, Posteriormente, cada microesfera es inspeccionada individualmente en un flujo
continuo mediante dos l4dser separados en el analizador Luminex ®, como se muestra en la figura
11. La seiial generada, permite la clasificacidn las microesferas con base en el espectro y cuantifica

la reaccidn sobre su superficie!®%152,

Luminex
flow cytometry-based analysis

Sheath fluid u &
hydrodynamic .
focusing of -l

__1N

sample
ri &
Interrogate bead Interrogate label
with red laser with green laser
(635 nm) (525 nm)
v
10 msec ()
dwell time
Identify bead Quantify
region based on binding events
internal dye

concentrations

Figura 11. Tecnologia Limunex xMap

Tomado de: www.merckmillipore.com/luminex. Fecha de consulta: Marzo 2019.
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Con este método, el ADN del VPH vy el control interno, B-globina, son amplificados empleando
cebadores tipo-especificos por medio de una PCR multiplex. Posteriormente, los productos de PCR
son detectados mediante su unidn (hibridacidn) con sondas de oligonucledtidos con secuencias
complementarias, adheridas a microesferas con una referencia espectral especifica. El ADN de VPH
gue ha hibridado en la superficie de las microesferas es reconocido mediante el marcaje con

Estrectavidina y R-Ficoeritrina (SAPE)®*.

LINEAMIENTO DEL PLANTEAMIENTO DE CADA CAPITULO

Los capitulos descritos de esta tesis doctoral se plantean de este modo dado que el abordaje de

cada subtema surge de proyectos de investigacion independientes.

Se inicia con el proyecto de investigacion “INFECCION DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN
PLACENTA Y SU TRANSMISION AL RECIEN NACIDO” aprobado para financiacién por la convocatoria
de Colciencias de ano 2012. Esta investigacidon, permite aprovechar las muestras bioldgicas

almacenadas en el biobanco de grupo de Nutricidén recolectadas gracias un proyecto anterior.

En el afio 2014 es aprobado para financiacion por convocatoria interna Univalle el proyecto
“DETECCION DEL VPH EN MUCOSA ORAL DE NINOS MENORES DE 2 ANOS Y SUS MADRES”. Esta
investigacion implicaba rastrear nuevamente un grupo de mujeres participantes del proyecto
“Efecto del Ejercicio Fisico y de la Complementacién con micronutrientes sobre factores maternos
y placentarios asociados a la programacion fetal de enfermedades crénicas no transmisibles", de
quienes de tomaron las muestras analizadas en el capitulo 2. Se logré la recaptura de 78 mujeres y

sus hijos, ahora con una edad aproximada de 2 afios de edad.
Posteriormente en el afio 2.015 se aprueba para financiacion el proyecto “EFECTO DE LA

VACUNACION CONTRA EL VPH EN LA FRECUENCIA RELATIVA DE SU DETECCION EN CAVIDAD ORAL
DE NINAS Y ADOLESCENTES ENTRE 14 A 17 ANOS DE LA CIUDAD DE CALI, COLOMBIA” por
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convocatoria Colciencias. Este proyecto implica la recoleccién de muestras de 1.034 adolescentes

vacunadas y no vacunadas de diferentes instituciones educativas de la ciudad de Cali.

Por dltimo, el capitulo 5, surge a partir de una asesoria cientifica al laboratorio de patologia cervical

de la Red de Salud Ladera E.S.E. y al Laboratorio de Diagndstico Molecular — DIMOL y un interés

comun de analizar la dindmica del VPH en la regién.
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CAPITULO Il

TRANSMISION INTRAUTERINA DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de transmision intrauterina del VPH.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar la frecuencia relativa de VPH en muestras de placenta, sangre periférica materna,

células endoteliales de corddn umbilical y sangre de corddn umbilical.

2. ldentificar los genotipos del VPH presentes en muestras de placenta, sangre periférica

materna, células endoteliales de corddn umbilical y sangre de cordén umbilical.

3. Estimar la concordancia tipo-especifica entre los genotipos de VPH identificados en

muestras de origen materno y fetal.

4. Evaluar la asociacién entre la presencia del VPH con caracteristicas sociodemograficas.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién y Muestra

En este estudio fueron analizadas 551 muestras obtenidas de mujeres primigestantes (278 de tejido
placentario y 273 de sangre periférica) y 519 muestras obtenidas de sus recién nacidos (283
muestras de células endoteliales de corddn umbilical y 235 de sangre de corddn umbilical). Estas
muestras fueron recolectadas durante el estudio financiado por Colciencias, Univalle y FES, titulado:

"Efecto del Ejercicio Fisico y de la Complementacion con Micronutrientes sobre Factores Maternos

60



y Placentarios Asociados a la Programacion Fetal de Enfermedades Crdnicas no Transmisibles",

(Cédigo 1106-459-21540), y se encontraban almacenadas en el biobanco del grupo de Nutricién de

la Universidad del Valle.

Los criterios de inclusién y de exclusidén de participantes del estudio en mencidn fueron:

Criterios de Inclusidn

Primigestante entre 16 a 30 afios de edad.

Con edad gestacional entre 16 a 20 semanas.

Sin malformaciones severas detectables en el ultrasonido.

Que asista al control prenatal institucional seglin régimen subsidiado o contributivo.
Gestantes con la disposicion de participar en el estudio mediante la firma del

consentimiento informado.

Criterios de Exclusion

Contraindicaciones obstétricas o médicas segun los conceptos del American College of Obstetricians

and Gynecologists (ACOG) 2.003, o el American College of Sports Medicine (ACSM) 2.000 que

incluyen:

Gestantes con cirugia o trauma mayor en el ultimo afo
Hb < 10 gr/dI

Ruptura de membranas

Diagnéstico previo de diabetes o hipotiroidismo
Diagnostico de cancer

Diagndstico de Incompetencia Cervical

Antecedentes de 2 o mas abortos espontaneos
Embarazo Mdltiple

Hemorragia vaginal, Placenta previa o Amenaza de Aborto
Diagndstico de EPOC, Asma o Bronquitis

Diagnéstico previo de VIH

Antigeno de superficie de hepatitis B positivo

Antecedente de problemas renales
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e Enfermedad osteomuscular
e Enfermedad Cardiovascular
e Diagnéstico de Hipertensidn arterial crénica y que consuma antihipertensivos

e Polihidramnios u Oligohidramnios.

Extraccion de ADN y verificacién de su calidad

El ADN de las muestras fue extraido empleando el kit Dneasy Blood and Tissue (QIAGEN, Alemania),
siguiendo las especificaciones del fabricante. El analisis de pureza del ADN extraido fue realizado

por espectrofotometria, empleando el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA).

La calidad del ADN fue verificada mediante la amplificacién por PCR de un fragmento de 110 pb del
gen humano B-globina, empleando los cebadores PCO3: 5’-ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC-3'; y
PCO4: 5’-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3'. La reaccion se llevé a cabo en un volumen total de 25 ul
con 0,2 mM de dNTPs, 0,5 uM de ambos cebadores, y 0,5U de AmpliTaq Gold (Perkin Elmer).

Las condiciones de amplificacidon fueron: desnaturalizacién inicial a 95°C por 4 min, seguido de 35
ciclos de amplificacién de 95°C por 1 min, 52°C por 1 min y 72°C por 2 min, con una extension final
por 5 min a 72°C. Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 2% tefiidos con
Bromuro de etidio.

Fueron consideradas muestras positivas aquellas en donde se visualizo bajo luz ultravioleta

una banda de 110 pb.

Deteccion del VPH y genotipificacion

La deteccidn general de ADN del VPH se realizé mediante la amplificacidon anidada de un fragmento
del gen L1, utilizando como cebadores externos la pareja MY09/11 (MY11: 5’- CGT CCM ARR GGA
WAC TGA TC-3’' y MY09: 5’-CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC-3’) y como cebadores internos la pareja
GP5+/GP6+ (GP5+: 5’-TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC-3’ y GP6+: 5'-GAA AAA TAA ACT GTA AAT
CAT ATT C-3’). La primera reaccién se realizé en un volumen final de 25 ul con 0,2mM de dNTPs,
0,35 uM de cada cebador, 1 ul de ADN blanco 4100ng) y 0,5 unidades de AmpliTaq Gold (Perkin

Elmer). Los ciclos de amplificacion fueron de 5 min a 95 °C seguido por 35 ciclos de 1 min a 95°C seg,
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1 min a 55°Cy 1 min a 72°C, con una extensién final de 5 min a 72°C. Finalizado en primer ciclo de
amplificacion, la segunda reaccién era montada en un volumen final de 25 uL con 0,2 mM de dNTPs,
0,35 de cada primer, 0,5 U de AmpliTaq Gold (Perkin Elmer), y 1 ul del producto de amplificacién de
la primera reaccién. Las condiciones de amplificacién fueron 5 min a 95 °C seguido, por 35 ciclos de

1 min a 95°Cseg, 2 mina40°Cy 1 min a 72°C, con una extension final de 5 mina 72°C

Los productos de PCR fueron visualizados en gel de agarosa al 1% usando la tincién bromuro de
etidio, bajo luz UV. Fueron consideradas muestras positivas para VPH, aquellas donde se observo
una banda de ~150pb.

Como control positivo fue utilizado el ADN extraido de la linea celular Hela, positiva para VPH 18, y

como control negativo fue empleada una alicuota de agua estéril.

Posteriormente, las muestras positivas para VPH fueron enviadas a la IARC para su genotipificacion
empleando la tecnologia Luminex xMap. Brevemente, cada muestra fue previamente amplificada
por PCR empleando nuevamente la pareja de cebadores GP5+/GP6+ y posteriormente introducidas
al equipo Luminex 200™ donde hibridaron con sondas de 22 genotipos de VPH-AR y VPH-BR
oncolégico: VPH 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 43, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 72, y 82.

Andlisis estadistico

A las variables de estudio se les evalud su distribucidon. Se elaboraron tablas de frecuencias para las
variables categodricas, y se calcularon medidas de tendencia central para las variables continua
(medias y desviacién estandar, y mediana y su rango). La comparacién de proporciones por grupos
se llevd a cabo usando la prueba exacta de Fisher, mientras para la diferencia por grupos en variables
continuas se uso la prueba t de Student. Los grupos de comparacion fueron las muestras positivas y
negativas para deteccion de VPH; las variables categdricas fueron la via de finalizacion de parto,
vaginal y cesdrea; y las variables continuas fueron, la edad gestacional al momento del parto vy el
peso al nacer. Se consideraron estadisticamente significativos solo los hallazgos con valores de P
menores a 0,05. Los analisis estadisticos se realizaron con el programa STATA14 (Copyright 1985-

2015 StataCorp LP).

RESULTADOS

63



En la tabla 3 se observan las caracteristicas sociodemograficas de las 301 mujeres participantes. La
edad media fue de 20,2 afios de edad. En su mayoria se autodenominaron de etnia mestiza, todas
ellas tenian algun grado de educacion formal, y mas del 60% convivian en unién libre.

Adicionalmente, mds del 90% manifestaron no consumir ningun tipo de sustancia psicoactiva.

Tabla 3. Caracteristicas sociodemograficas de las mujeres participantes.

Variables
Edad (afios) Media (DS) 20,2 (3,3)

Mediana (RIQ) 19 (4)

Etnia Mestiza (%) 275 (91,4)
Indigena (%) 6(2)
Negra (%) 20 (6,6)

Escolaridad Ninguna (%) -
Primaria (%) 16 (5,3)
Secundaria (%) 273 (90,7)
Bachillerato (%) 12 (4)

Estado civil Casada (%) 17 (5,7)
Unidn Libre (%) 190 (63,1)
Soltera (%) 94 (31,2)
Separada (%) -

Consumo de Tabaco* Si (%) 2(0,7)
No (%) 296 (99,3)

Consumo del Alcohol **  Si (%) 2(0,7)
No (%) 297 (99,3)

Consumo de Drogas Si (%) 2(0,7)
No (%) 299 (99,3)

DS, Desviaciéon estandar; RIQ, Rango intercuartilico.
* Datos faltantes = 3

** Datos faltantes = 2
La tabla 4 muestra los resultados de la deteccidon de VPH en las 1.075 muestras analizadas. De las

281 muestras de tejido placentario, tres de ellas resultaron positivas, para un porcentaje de
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deteccion del 1,1%. De las 286 muestras de células endoteliales de corddn umbilical, 2 de ellas
resultaron positivas, para un porcentaje de deteccion del 0,7%. Las muestras de sangre tanto
materna, como de cordén umbilical fueron todas negativas para la presencia de ADN de VPH.

Los genotipos identificados fueron los VPH 6, 16, 52, 56 y 66 en placenta, y VPH 6 y 56 en células
endoteliales de corddn. En su mayoria se trataron de infecciones Unicas, a excepcién de una
muestra de placenta que presento una infeccién multiple con cuatro genotipos diferentes de forma
simultdnea, VPH 6, 16, 51, 52, 66.

En ningln caso mds de una muestra procedente de la misma mujer fue positiva para VPH, razén por
la cual, tampoco se encontrd una concordancia genotipo-especifica entre las muestras que

evidenciara la transmision intrauterina del VPH.

Tabla 4. Resultados de la detecciéon de VPH en muestras de origen materno y fetal.

Muestras Analizadas

Sanere Células Sangre de
Placenta Mategrna Endoteliales de Corddn
n (%) n (%) Corddn Umbilical
? n (%) n (%)
Negativas 278 (98,9) 273 (100) 284 (99,3) 235 (100)
Positivas 3(1,1)* - 2 (0,7) ** -
Total 281 273 286 235

*Genotipos de VPH identificados: VPH 56/ VPH 6,16,51,52,66/ VPH 66
** Genotipos de VPH identificados: VPH 6 / VPH 66

Las caracteristicas como la via de parto, la edad gestacional al momento del parto y el peso al nacer
del neonato, respecto a los resultados de deteccion de VPH se muestran en la tabla 5. En ella se
evidencia como las muestras positivas provinieron en su mayoria de parto vaginal, a excepciéon de
una muestra de placenta proveniente de un parto por cesdrea.

En cuanto al nimero de semanas de gestacidon al momento del parto y el peso de los recién nacido,

no se evidencia diferencias significativas entre los grupos analizados, aunque las muestras de ADN
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de células endoteliales de cordén umbilical positivas para VPH, en comparacién con las muestras

negativas, se presentaron con mayor frecuencia en partos tempranos y recién nacidos con menores

pesos.
Tabla 5. Caracteristicas del parto de las mujeres participantes.
Células Endoteliales de
Placenta ,
Cordon
VPH Positivo Negativo Positivo Negativo
Via de Parto
Vaginal n (%) 2 (0,95) 208 (99,05) 2 (0,94) 210 (99,06)
Cesarea n (%) 1(1,49) 66 (98,51) - 70 (100)
Edad Gestacional al
Parto (media % DS) 39+1 38,8+3,2 36,5+2,1 39+3,2
Peso al nacer 2.980+225,4 3.146 *440,3 2.850+495 3.152+451,3
DISCUSION

EL VPH, reconocido agente causal del cancer de cérvix, y otros tipos de cancer como el de vulva,
vagina, ano y orofaringe?, es transmitido de persona a persona principalmente mediante el contacto
sexual, no obstante evidencia creciente soporta la existencia de vias alternas de transmision, entre

ellas, la transmisién vertical, de madre a hijo*2°,

En el presente estudio, fueron analizadas 1.075 muestras de origen materno-fetal en busca de
evidencia de una ruta de transmision intrauterina del VPH, no obstante, los resultados obtenidos no
indicaron su ocurrencia en el grupo de mujeres gestantes analizadas, toda vez que no se encontrd
una concordancia genotipo-especifica entre las muestras positivas de las madres y sus hijos.

Al respecto, la literatura muestra resultados incongruentes con tasas de transmisién vertical que

van desde 0 a 20%, como lo demuestra el meta-andlisis publicado por Merckx y col?’. Lo anterior,
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podria estar relacionado con las caracteristicas de las poblaciones estudiadas y las muestras
analizadas; de esta forma, mayores prevalencias suelen asociarse a pequefios grupos poblacionales
y el analisis de muestras neonatales inmediatamente después del parto (mucosa ora/aspirado
nasofaringeo) cuyos resultados positivos podrian estar deberse a la contaminacién de las muestras

bioldgicas tras su paso por el canal vaginal contaminado de la madre.

Por otro parte, es importante resaltar la deteccion e identificacién de genotipos de VPH en tejido
placentario y de corddn umbilical. Es este aspecto, hasta la fecha no ha sido reportada la presencia
de VPH en células endoteliales, razén por la cual éste seria el primer hallazgo de esta naturaleza.
Previas detecciones de VPH en muestras de placenta han sido publicadas por Sarkolay col., y Lee y
col., quienes reportaron tasas de deteccién cercanas al 3%3%, lo que se aproxima a los resultados
del presente estudio (1,1%). Otros investigadores como el de Rombaldi y col., han publicado tasas
de deteccidon mucho mayores, superiores al 20%**2. En referencia a las muestras de sangre materna
y de corddn umbilical, los resultados concuerda con algunos estudios previos que también han
reportado porcentajes de deteccién del 0%°!, aunque algunos otros muestra resultados
desiguales®!. En este aspecto, se observa igualmente una gran heterogeneidad en los reportes
previos, la cual podria estar relacionada con diferentes aspectos del disefio experimental como se
mencioné anteriormente. No obstante, las bajas tasas de deteccidn estarian relacionadas con la
ausencia de antecedentes clinicos de lesion cervical de las gestantes analizadas, lo que podria
significar la ausencia de infecciéon cervical por VPH o la presencia de infecciones silentes
caracterizadas por bajas cargas virales y ausencia de manifestaciones clinicas. De esta forma la

ausencia de un foco de infeccion o una infeccidn latente, explicaria nuestros hallazgos.

Los genotipos detectados en las muestras identificadas como positivas fueron VPH-AR, poniendo en
evidencia la capacidad de genotipos oncogénicos de acceder a este tipo de tejidos, y posiblemente
al bebé en gestacion. No obstante, este estudio no permite esclarecer el origen de esta exposicion,
la cual pudo ocurrir durante el parto, tras el paso por el canal vaginal de la madre, dado que en su
mayoria, las muestras positivas provenian de partos naturales. En una muestra, por el contrario, la
via de parto fue la cesarea, lo que sugiere la posibilidad de via alterna de exposicién, como la
intrauterina, sin embrago, son necesarios estudios adicionales que permitan confirmar esta

afirmacion.
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Por otro lado, también se desconoce si estas detecciones del genoma viral corresponden realmente
a infecciones productivas en estos tejidos, que pudiese afectar el funcionamiento normal de las
células o si simplemente se trata de una contaminacién de los mismos por condiciones propias del
parto o del periodo postnatal. Asi mismo, las implicaciones de una posible infeccion viral son
también desconocidas aunque una variedad de estudios han reportado asociaciones entre la
deteccién del genoma viral de tejidos propios del embarazo, como la placenta, con partos
pretérmino, e incluso abortos espontdneos®°81>3, Nuestros resultados por el contrario no apoyan
estos hallazgos ya que tanto los partos como la salud de los neonatos con muestras positivas de
placenta o células endoteliales de cordén umbilical no sufrieron ningun tipo de complicacién, lo que

7071 Asi mismo, los resultados de este proyecto no

también concuerda con estudios previos
muestran diferencias significativas entre la edad gestacional al momento de parto y el peso de los
recién nacidos de los grupos positivos y negativos para VPH, por lo que la presencia de este virus no
habria afectado el proceso de gestacion que implique una anticipacién de la fecha de parto o

afectacion del crecimiento intrauterino del bebé.

En conclusién, los resultados del presente estudio no arrojaron evidencia de transmision
intrauterina del VPH, aunque demostrd la capacidad de este agente viral de acceder a este tipo de
tejidos, sin embargo, no fue posible establecer la via de exposicidn o si las deteccién del genoma de

este virus representa o no una infeccidén productiva o una mera contaminacién transitoria.
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LIMITACIONES Y FORTALEZAS DEL ESTUDIO

De acuerdo a la literatura, el presente es el primer estudio realizado en Colombia de este tipo; lo
qgue ha permitido un abordaje diferente y poco explorado en lo relacionado a rutas de transmisién
no sexuales del VPH a nivel nacional, logrando una aproximacién al estudio de la transmision

intrauterina de este virus en poblacién aparentemente sana.

Por otro lado, dado el origen de las muestras analizadas y los criterios de inclusién de las
participantes del estudio que permitieron su recoleccion, solo fue posible constatar que todas las
mujeres carecian de antecedentes de lesidn cervical asociada al VPH. De forma que los resultados
obtenidos provienen de mujeres gestantes sin lesidn cervical aparente, sin embargo no se logré
establecer la presencia de infecciones silentes durante el proceso de gestaciéon y parto que

permitiera establecer una fuente de exposicion.

Estudios adicionales en grupos poblacionales representativos que impliquen el muestreo regular de
cuello uterino durante el proceso de gestaciéon permitiria establecer la presencia o no de un foco
infeccioso activo como fuente de exposicidon que permitiera estimar la frecuencia de transmision

intrauterina de VPH en una poblacién mejor caracterizada.
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CAPITULO Il

DETECCION DEL VPH EN CAVIDAD ORAL DE MUJERES ENTRE 18 A 31 ANOS Y SUS
HIJOS MENORES DE 2 ANOS

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estimar la frecuencia de transmisién horizontal del VPH de madre a hijo, en un grupo de mujeres

aparentemente sanas y sus hijos menores de 2 afios.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar la frecuencia relativa del VPH en la cavidad oral en un grupo de mujeres

aparentemente sanas y sus hijos menores de 2 afos.

2. ldentificar los genotipos del VPH presentes en la cavidad oral en un grupo de mujeres

aparentemente sanas y sus hijos menores de 2 afnos.

3. Identificar la concordancia tipo-especifica entre los genotipos de VPH identificados en

muestras de origen materno y de su descendencia.
4. Evaluar la asociacion entre la presencia del VPH en la cavidad oral con caracteristicas

sociodemograficas y de comportamiento sexual en un grupo de mujeres

aparentemente sanas
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MATERIALES Y METODOS

Captacion de participantes

En la presente investigacidon se analizé la presencia de ADN del VPH en 76 muestras de células
epiteliales de mucosa oral obtenidas de un grupo de mujeres aparentemente sanas entre los 18 a
31 afios y sus hijos menores de 2 afios.

Las participantes, fueron seleccionadas a conveniencia a partir de la base de datos del proyecto:
"Efecto del Ejercicio Fisico y de la Complementacién con micronutrientes sobre factores maternos
y placentarios asociados a la programacion fetal de enfermedades crénicas no transmisibles",

(Codigo 1106-459-21540).

Cada mujer seleccionada fue contactada por via telefénica e invitada a participar en el estudio
brinddndole una breve informacién sobre el mismo. Posteriormente, en una cita asignada, se brindd
personalmente a cada posible participante la informacidn detallada del proyecto y la naturaleza de
su participacion. Se llevé a cabo la lectura y explicacion de cada punto del consentimiento
informado, y una vez comprendido; las participantes que aceptaron participar procedieron a
firmarlo.

Este proyecto contd con acta de aprobacidén ética N° 05-013 de 2013.

Obtencion de las muestras bioldgicas e informacién adicional

Luego de la firma del consentimiento informado, cada participante diligencié de forma asistida una
encuesta con una serie de preguntas acerca de las caracteristicas sociodemograficas,
comportamiento sexual y antecedentes gineco-obstétricos. Este cuestionario también incluyé

algunas preguntas sobre antecedentes de salud y convivencia de los menores, ver anexo 2.

Una vez finalizada la encuesta se procedid con la toma de las muestras bioldgicas. Las células del
epitelio estratificado mucoso de cavidad oral fueron recolectadas utilizando un hisopo estéril de
algodén mediante un frotis circular de las mejillas internas derecha e izquierda, lengua, paladar

duro y blando, y encias de cada participante, madre e hijo.
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Terminado el procedimiento, el hisopo se introdujo en un tubo eppendorf con 500 ul de PBS estéril
y fueron trasportados en refrigeracion (4°C) hasta el laboratorio de nutricion de la Universidad del

Valle donde fueron almacenados a -20°C hasta su procesamiento.

Las encuestas diligenciadas y las muestras bioldgicas fueron posteriormente codificadas con el fin

de mantener la informacién personal de cada participante a salvo.

Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se realizé utilizando el kit comercial Puregene Bucal Cell Kit (QIAGEN,
Alemania), siguiendo los protocolos del fabricante. La concentracién y pureza del ADN extraido se
determind por espectrofotometria (A 260/280) empleando el NanoDrop 2000 (Thermo Scientific,
USA) y la calidad del mismo fue evaluada mediante la amplificacién por PCR de un fragmento de 110
pb del gen beta-globina humano. En esta reaccién de amplificacion se utilizaron los cebadores PCO3:
5’-ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC-3’; y PCO4: 5’-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3'. Se realizaron 35
ciclos de amplificacion a 95°C por 20 seg, 55°C por 45 seg y 75°C por 45 seg. Los productos de
amplificacion se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% con tincién de bromuro
de etidio. Fueron consideradas muestras positivas aquellas en donde se observé bajo luz ultravioleta

una banda de 110 pb.

Deteccion y genotipificacion del VPH

La deteccion de ADN del VPH se realiz6 mediante la técnica de PCR anidada empleando como
cebadores externos la pareja MY09: 5-CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC-3’ y MY11: 5-GCM CAG
GGW CAT AAY AAT GG-3’ y como cebadores internos la pareja GP5+: 5’-TTT GTT ACT GTG GTA GAT
ACT AC-3’' y GP6+: 5’-GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C-3'***, Ambos cebadores permiten la

amplificacion de un fragmento del gen L1 de un amplio espectro de genotipos.

La primera reaccion de amplificacion fue realizada en un volumen final de 25 ul; consistié en 0,2 mM
de dNTPs; 0,35 mM de cada cebador MY09/MY11, buffer Tag 1x (100 mM tris-HCl), 1,5mM de MgCl
y 0,5 unidades de Ampli Taq Gold (Perkin EImer, USA). Las condiciones de amplificacion fueron:
desnaturalizacion inicial de 1 min a 95°C; seguido por 35 ciclos de 95°C por 1 min, 55°C por 1 min,

72°C por 1 min, y una extension final a 72°C por 5 min. En la segunda reaccion de amplificacién se
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utilizaron las siguientes condiciones de amplificacidon: desnaturalizacién inicial de 1 min a 95°C,
seguida por 35 ciclos de 95°C por 1 min, 40°C por 2 min, 72°C por 1 min, con un paso de extension
final a 72°C por 5 min.

Los productos amplificados fueron visualizados en geles de agarosa al 2% tefiidos con Bromuro de
etidio bajo luz UV. Fueron consideradas como positivas, aquellas muestras en donde se visualizd
una banda de ~150pb.

Como control positivo fue utilizado el ADN extraido de la linea celular Hela, positiva para VPH-18, y

como control negativo fue empleada una alicuota de agua estéril.

Posteriormente, las muestras positivas para VPH fueron enviadas a la IARC para su genotipificacion
empleando la tecnologia Luminex xMap. Brevemente, cada muestra fue previamente amplificada
por PCR empleando nuevamente la pareja de cebadores GP5+/GP6+ y posteriormente introducidas
al equipo Luminex 200™ donde hibridaron con sondas de 22 genotipos de VPH-AR y VPH-BR
oncoldgico: VPH-6, -11, -16, -18, -26, -31, -33, -35, -39, -43, -45, -51, -52, -53, -56, -58, -59, -66, -68,
-70,-72,y -82.

Andlisis estadistico

A las variables de estudio se les evalud su distribucidon. Se elaboraron tablas de frecuencias para las
variables categéricas, y se calcularon medidas de tendencia central para las variables continuas
(medias y desviacién estandar, y mediana y su rango). La comparacién de proporciones (variables
categoricas) por grupos se llevo a cabo usando el test exacto de Fisher, mientras para la diferencia
por grupos en variables continuas se uso el test t de Student. Los grupos de comparacién fueron las
muestras positivas y negativas para la deteccién de VPH, las variables categdricas fueron el uso o no
de conddn por parte de las mujeres participantes en el estudio y las variables continuas fueron la
edad de las mismas. Se consideraron estadisticamente significativos solo los hallazgos con valores
de p menores a 0,05. Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa STATA14 (Copyright

1985-2015 StataCorp LP).
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RESULTADOS

En total, 152 muestras de ADN fueron evaluadas para la presencia del VPH, 76 pertenecian a las
madres y 76 a sus hijos. Respecto a las muestras maternas, fueron positivas para el virus 5 de ellas,
para una frecuencia relativa de deteccién del 6,6 %. En las muestras de los nifios menores de dos
afios, solo se encontré una muestra positiva, para una frecuencia relativa de deteccién del 1,3 %.
No se encontrd una concordancia tipo-especifica entre las muestras positivas de medres e hijos. En
la tabla 6, se muestran los genotipos de VPH identificados. En las muestras de mucosa oral de las
madres, fueron identificados los VPH 11, 43 y 72, todos ellos de bajo riesgo oncolégico. En la Unica

muestra positiva del grupo de menores, fue identificado el VPH 6, igualmente de bajo riesgo.

Tabla 6. Genotipos de VPH identificados presentes en la cavidad oral de madres e hijos

participantes.

Muestras Muestras
Genotipos de VPH
Maternas n (%) Hijos n (%)
VPH-6 - 1(13)
VPH-11 2(2,6) -
VPH-43 2(2,6) -
VPH-72 1(1,3) -
Clasificacion de Riesgo
VPH-BR 5 (6,6) 1(1,3)
VPH-AR 0 (0) -

La Unica muestra de mucosa oral positiva para VPH del grupo de nifos participantes pertenecia a un
varén nacido por parto vaginal, sin antecedentes de lesiones verrugosas y quien se encontraba en
ese momento asistiendo a una guarderia cercana a su lugar de residencia. La mucosa oral de la

madre de este menor, fue negativa para VPH.

En el grupo de mujeres analizadas, la deteccién de VPH fue significativamente mayor entre los 25 a

31 afios de edad en comparacion con el grupo de edad menor a 25 afios, con un valor de p < 0,05
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(Tabla 7). Adicionalmente, también se encontré una mayor deteccién de VPH en mujeres solteras o
en unién libre, en el quintil mas bajo de riqueza; no obstante, estos resultados no fueron
estadisticamente significativos (Tabla 7). Con respecto al nivel educativo, ninguna de las
participantes con un nivel de educacion superior fue positiva para el VPH. Todos los hijos de estas

cinco mujeres, fueron negativos para la deteccidn de VPH en mucosa oral.

Tabla 7. Caracteristicas sociodemograficas segun la deteccidon de VPH y los genotipos identificados

en mucosa oral de 76 mujeres de la ciudad Cali, Colombia.

) L Deteccion del VPH Genotipo del VPH
Variable Explicativa (n total) . .
Negativo Positivo VPH-11 VPH-43 VPH-72
Numero (%) Numero (%)
Grupo de Edad ¥
18 - 24 (61) 59 (96,7) 2(3,3) - 2(3,3) -
25-31(15) 12 (80,0) 3(20,0) 2 (13,3) - 1(6,7)
Estado Civil
Nunca casada/Unida (70) 65 (92,9) 5(7,1) 2(2,9) 2(2,9) 1(1,4)
Casada/Separada (6) 6 (100) - - - -
Educacidn
Sin Educacién/Primaria (29) 27 (93,1) 2(6,9) - 2 (6,9) -
Secundaria (31) 28 (90,3) 3(9,7) 2 (6,4) - 1(3,2)
Superior (16) 16 (100) - = = =
Quintil de riqueza
Mas bajo (47) 42 (89,4) 5 (106) 2(4,3) 2 (4.26) 1(2,1)
Bajo/Medio (29) 29 (100) - _ ; -
TOTAL (76) 71 (93,4) 5 (6,6) 2(2,6) 2(2,6) 1(1,3)

*) Estadisticamente significativo, valor de p = 0,05

En la figura 12, se muestran tres graficos sobre algunas variables de comportamiento sexual
del grupo de madres analizado, como la edad de inicio de relaciones sexuales, los métodos
anticonceptivos empleados y la practica de la citologia cérvico-uterina. En ellas se evidencia,

como mas del 50% de la poblacidn inicia sus relaciones sexuales antes de los 18 afios, prefiere el
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uso de métodos anticonceptivos de tipo hormonal y el 96,1% de las mujeres se ha

practicado la citologia al menos una vez en la vida.

Edad de la primera relacion sexua Uso de métodos anticonceptivos

9%

67%

Figura 12. Caracteristicas de comportamiento sexual de un grupo de mujeres

aparentemente sanas entre los 18 a 31 afios.

Finalmente, para el comportamiento sexual, 55 participantes sefialaron tener en el momento de la
encuesta una vida sexual activa y 21 participantes informaron no haber tenido relaciones sexuales
en el ultimo afio. Siendo en el grupo de participantes sexualmente activas donde se detectd
Unicamente la presencia del VPH. Ademas, al analizar solo las respuestas dadas por las participantes
sexualmente activas acerca del uso de preservativos de barrera como el conddn, los resultados
mostraron que en el grupo de mujeres que respondié no usar conddn en sus relaciones sexuales, el
porcentaje de deteccién de VPH fue mayor, para el grupo de edad entre 25 a 31 afios (Tabla 8),
siendo lo anterior estadisticamente significativo con un valor de p =0,037. En contraste, en el grupo
de mujeres que afirmaron usar condén, no se encontré diferencias significativas en la deteccidn de
VPH por grupo de edad. Adicionalmente, a las mujeres se les pregunté por: edad de la primera
relacidn sexual; nUmero de compafieros sexuales en los ultimos seis meses; la presencia de verrugas
genitales; y enfermedades de transmision sexual. Sin embargo, ninguna de las anteriores variables
de comportamiento sexual mostré diferencias significativas entre los grupos positivo y negativo

para VPH.
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Tabla 8. Grupos de edad y deteccién de VPH en mucosa oral discriminando por uso y no uso de

conddn entre las mujeres sexualmente activas.

. - Deteccidon del VPH
Variable Explicativa (n total) - — Valor de p
Negativo Positivo

Numero (%)

MUIJERES SEXUALMENTE ACTIVAS
No usa condén
Edad 18 - 24 (35) 34 (97,1) 1(2,9) 0,037
25-31(11) 8(72,7) 3(27,3)

Usa condon

Edad 18- 24 (8) 7 (87,5) 1(12,5) 0,889
25-31(1) 1 (100,0) -
TOTAL (55) 50 (90,9) 5(9,1)
DISCUSION

Transmision horizontal del VPH

El VPH es considerado el agente causal necesario de cancer de cérvix, asi como otros tipos de cancer,
entre ellos un subgrupo de HNSCC, sin embargo relativamente poco se conoce a cerca de la historia
natural de la infeccién oral por VPH y su progresidon a cancer, aunque se ha planteado que la
explicacion del origen de este tipo de malignidad, es una infeccion oral por VPH que no se resuelve,
persiste y progresa a una lesidn neoplésica’. La transmisién sexual se ha considerado como
principal ruta de contagio del VPH, no obstante, ain no se descarta la existencia de vias de
transmision alternas, entre ellas, la transmisidn horizontal. De esta forma, la deteccidon de VPH en
mucosa oral de madres y sus hijos menores de dos afios, asi como el abordaje de una posible
transmisién horizontal de este virus entre ambos, brindaria la oportunidad de evaluar no solo las
tasas de deteccion de VPH en estos dos tipos de poblaciones, sino ademds estimar la posible

exposicién al VPH desde muy temprana edad por medio del contacto cercano con sus madres.
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En este estudio, no obstante, no se logré identificar una transmisiéon del VPH entre la mucosa oral
de madres y sus hijos menores de dos afios, a pesar de si detectar material genético viral en esta
region anatémica de cinco mujeres y uno de los nifios participantes.

Es importante resaltar, que nuestros resultados no permiten descartar este tipo de transmision,
teniendo en cuenta no solo el numero de participantes del estudio, sino adicionalmente la comun
convivencia de los menores con numerosos integrantes de la familia como tios, abuelos y
cuidadores, incluso por periodos de tiempo superiores a los que conviven con su madre, por

circunstancias laborales, u otras.

Por otra parte, la sola deteccién de VPH en cavidad oral de un nifio menor de dos afios, pone en
evidencia la exposicidn que tiene la poblacién infantil desde muy temprana edad a este agente viral,
como lo han reportado estudios previos como el de Smith y col., y Rintalay col., quienes encontraron
tasas de deteccién entre el 0.8 — 13% en nifios menores de 3 afios®1%¢,

En nuestro caso la tasa de deteccidén de VPH en nifios menores de 2 afios fue de 1.3% (1/76), que
concuerda con las publicaciones mencionadas. El genotipo detectado es esta Unica muestra fue
VPH-6, clasificado como VPH-BR oncolégico por la IARC y cominmente aislado de mucosa oral y
genital, asociado o no a lesiones verrucosas®®. En este caso, si bien el Unico genotipo detectado es
VPH-BR oncolégico, consideramos altamente probable la exposicién de los menores a VPH-AR, a
consecuencia de la circulacién de éstos en mucosa oral, manos e incluso ufias de poblacién

adulta®*’, teniendo en cuenta el estrecho contacto de nifios de estas edades con individuos

adultos como consecuencia natural de su cuidado y atencién.

Finalmente, el significado de esta exposicidn, asi como es establecimiento de infecciones
productivas o no, y su resolucién por el sistema inmunoldgico debe ser abordado por estudios
posteriores que permitan predecir las implicaciones sobre la salud de la poblacién infantil a corto y
largo plazo. Adicionalmente, estos resultados son de gran importancia en vista de las estrategias de
vacunacion actualmente implementadas contra el VPH, teniendo en cuenta la probable exposicion

a genotipos oncolégicos no relacionada con el contacto sexual.
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Deteccién de ADN del VPH en mucosa oral de mujeres aparentemente sanas de 18 a 31 afios.

Uno de los resultados mas interesante de este estudio exploratorio, fue la relativamente alta
deteccién de VPH en el grupo de madres analizadas, en este caso, mujeres jovenes entre los 18 a 31
afios aparentemente sanas. La tasa de deteccion de VPH en mucosa oral en esta poblacién fue del
6,6% (5/76), la que concuerda con una serie de estudios realizados a nivel mundial que reportan

una deteccién entre el 0,9 — 7,5%72.

Por otro lado, nuestros resultados son un poco mas elevados en comparacion con estudios
realizados en paises latinoamericanos como Peru y Brasil, con porcentajes de deteccién en mujeres

96,98

del 5,5% y 5,3% respectivamente®”®, pero muestran aun mayor disparidad respecto a estudios

realizados en otras localizaciones como Alemania y los Estados Unidos, donde se reportaron
porcentajes de deteccion del 18,1y 3,2% respectivamente® 8,

Lo anterior podria explicarse por notables diferencias en los tamafos de muestra de los estudios
mencionados, asi como los grupos de edad abarcados. Los estudios latinoamericanos incluyeron
entre 84 hasta 595 mujeres entre los 10 a 85 afios de edad, y en los Estados Unidos se incluyeron
un total de 4.641 mujeres entre los 18 a 69 afios. En nuestro estudio por su parte fueron analizadas
en total solo 76 muestras entre los 18 a 31 afos de edad. Otro aspecto que debe tenerse en cuenta
son las ya reportadas diferencias en la prevalencia de la infeccion por VPH en diferentes regiones
geograficas, las cuales ha sido relacionadas con las conductos o comportamientos propios de cada

poblacién, especificamente aquellos relacionados con las practicas sexuales y acceso a los sistemas

de salud®.

Estudios poblacionales al respecto que incluyan un rango mas amplio de edades, asi como una

caracterizacién de las conductas sexuales, podrian confirmar estos hallazgos.

En lo que respecta a Colombia, hasta la fecha, se cuentan con un nimero limitado de publicaciones
al respecto. En la ciudad de Cali, Mancilla y col., determinaron la presencia de material genético del
VPH 16 en mucosa oral de 48 individuos entre hombres y mujeres mayores de 18 afios, reportando
un porcentaje de deteccién del 71,4% en el sexo femenino!®, cifra que no concuerda con nuestros

resultados e incluso con publicaciones internacionales que establecen porcentajes de deteccién del
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VPH16 entre 0-2%. La razén de esta disparidad podria radicar en el disefio del estudio o la

metodologia empleada para la deteccidn viral.

Genotipos detectados en muestras de mucosa oral VPH-positivas

En las 5 muestras VPH positivas fueron identificados los genotipos del VPH 11, 43, y 72, todos ellos
de bajo riesgo oncoldgico. Resultados que concuerdan con un estudio realizado en Brasil por Oliveira
y col., quienes al analizar un numero idéntico de muestras identificaron solo VPH-BR%. Estudios
adicionales realizados también en Latinoamérica han identificado ademds VPH-AR. Un ejemplo de
ello son los estudios realizados en México y Peru donde identificaron genotipos de VPH-BR en una
frecuencia aproximada del 4,5% y VPH-AR con una frecuencia entre el 1y el 2,4%. En Estados Unidos,
la encuesta NHANES identificé por su parte frecuencias similares de VPH-AR y VPH-BR (1,4% vs.
1,8%).

La razén de estas diferencias podria estar en el disefio experimental de cada estudio, nUmero de
muestras analizadas y edad de las participantes, asi como la metodologia empleada para la

deteccidn y genotipificacion viral.

Asociacion entre la presencia de ADN del VPH y variables sociodemogrdficas y de comportamiento
sexual.

La presencia de ADN del VPH en la cavidad oral de mujeres entre 18 a 31 afios se relaciond con una
serie variables sociodemogréficas y de comportamiento sexual, encontrandose una diferencia
significativa en la deteccién de VPH entre los grupos de edad, siendo ésta mayor en las mujeres
entre los 25 a 30 afos (20%), en comparacién con mujeres entre los 18 a 24 afios (3,3%). Resultado
gue concuerda con investigaciones poblacionales previas, que reportan un incremento gradual de

la deteccidn de VPH entre los 15 a 34 afios®%.

En cuanto a las variables de escolaridad, estado civil, educacién y quintil de riqueza no se
encontraron diferencias significativas con respecto a la deteccién de VPH en cavidad oral, no
obstante, fue evidente la ausencia de VPH en las mujeres con mayor nivel educativo y con niveles

de riqueza superiores, lo que podria estar relacionado con un mayor acceso a servicios de salud e
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informacidn sobre su autocuidado. Analisis de grupos poblacionales mayores contribuirian con la

confirmacién de estos hallazgos.

En cuanto al uso de métodos anticonceptivos de barrera como el condén las mujeres sexualmente
activas que afirmaron no usarlo, presentaron de forma significativa una mayor deteccion de VPH en
mucosa oral, en comparacidn con mujeres que indicaron no utilizarlo condén. Lo anterior, apoyala
hipotesis de que la ruta de adquisicion de VPH en cavidad oral es principalmente mediante el
contacto sexual, especialmente el oro-genital. Esto con base en estudios previos que han
demostrado que el uso de conddn estd asociado a una menor presencia de esta infeccién viral en
mujeres jovenes sexualmente activas, debido a que éste puede impedir la infeccidén o reinfeccion
entre las parejas, impidiendo el contagio y acortando las duracidn de las mismas®®*°, por otro lado,
nuestros resultados también evidencian la presencia de VPH en mujeres que han afirmado usar el
conddn, lo que podria estar relacionado con la frecuencia y correcto uso del mismo, asi como con
rutas de trasmisidn alternas al contacto sexual como los besos profundos o incluso la auto o hetero

inoculacién como los sugiere Rautava y col., y entre otros autores'®28:80.157,

Caracteristicas de la Poblacion Estudiada

En al afio 2.016 fue publicada la séptima y ultima versién de la Encuesta Nacional de Demografiay
Salud (ENDS-2015), la cual hace parte del Sistema Nacional de Estudios y Encuestas Poblacionales
para la salud y del Plan Nacional de Estadisticas (PEN), liderado por el Departamento Administrativo

Nacional de Estadistica (DANE).

Esta encuesta ha permitido estudiar el comportamiento y los cambios en la vida reproductiva de las
mujeres colombianas, convirtiéndose en un instrumento de analisis de la realidad social en el campo

de la salud sexual y reproductiva, entre otros!%162,

Dado que el presente estudio abarca una poblacion de mujeres entre los 18 a 31 afios, en edad

reproductiva y sexualmente activas, quisimos analizar ciertos aspectos que plantea la ENDS respecto

a este grupo de edad.
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Uno de los aspectos importante es el comportamiento sexual, partiendo de la edad de la primera
relacidn sexual, la cual marca el inicio de exposicidon a las enfermedades de transmisién sexual (ETS),
como la infeccidén por VPH, los resultados de la ENDS indican que a los 17,7 afos, el 50% de las
mujeres inician su vida sexual®!, en nuestro estudio encontramos que a los 17 afios
aproximadamente el 70% de las mujeres habian iniciado relaciones sexuales, con lo cual podriamos
decir que nuestra poblacion de estudio en su mayoria se encontraban en riesgo de adquirir cualquier
tipo ETS.

Respecto al uso de métodos anticonceptivos de barrera como el conddén, que brinda proteccion
frente estas enfermedades, la ENDS reporté un amplio conocimiento acerca del mismo (>90%) en
las mujeres encuestadas, sin embargo menos del 8% de las mujeres entre 13 a 34 afios lo usan
actualmente, siendo los métodos anticonceptivos preferidos los de tipo hormonal (pildora, implante

e inyeccidn) que solo brindan proteccidn frente a embarazos no deseados®®?.

En nuestro estudio el uso del conddn reportado por las participantes sexualmente activas fue del
16,4%. Estos resultados si bien muestran un incremento respecto a la ENDS, probablemente debido
al nivel educativo de las participantes, todas ellas con algun grado de educacién formal, siguen
siendo una situacién poco favorable cuando uno de los objetivos del milenio para Colombia es el

mejoramiento de la salud sexual de la poblacién, asi como la disminucidn de la prevalencia de ETS.

La ENDS-2015, adicionalmente aborda la problematica del cancer de cuello uterino en las mujeres
colombianas. Esta encuesta afirma que el 99,4% de las mujeres entre 21 a 64 afios tienen
conocimiento acerca de la citologia cérvico-uterina, y el 94,6% afirman habérsela realizado al menos
una vez en la vida, aunque solo el 66,4% se la practican anualmente. Frente al conocimiento del VPH
como agente causal de cancer de cuello uterino, el 90,3% de las mujeres encuestadas afirman tener
conocimiento al respecto, aunque solo el 40,4% conocen las pruebas de diagndstico'®?. Estos
resultados indican que si bien la poblacidn colombiana presenta unos buenos niveles de
conocimiento general respecto al VPH y las pruebas de tamizaje, el conocimiento especifico asi
como la practica de la citologia es bajo, lo que probablemente impida que mujeres sexualmente
activa, en riesgo de adquirir cualquier tipo de infeccién por VPH se acerquen a los centro de salud
de forma oportuna y reciban la orientacidn o cuidado clinico necesario, lo que el ultimas podria

contribuir con el incremento en las tasas de infeccion.
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En conclusidn, esta investigacion de tipo exploratoria, permitié un acercamiento al conocimiento de
la presencia del VPH en un grupo de muestras de cavidad oral de mujeres aparentemente sanas no
vacunadas en nuestra poblacion, informacion atil para la realizacién de estudios epidemiolégicos
gue pretendan determinar la historia natural de este virus en cavidad oral y su asociacidn etioldgica
con HNCSS, e igualmente, para estudios que aspiren determinar el efecto de la vacunacion contra

la infeccion oral del VPH en la poblacion femenina.

Estudios donde se evallen grupos poblacionales mayores con caracteristicas y factores de riesgo
variados permitirian plantear una asociacién mds amplia con respecto a las caracteristicas evaluadas

y la presencia del ADN del VPH.

FORTALEZAS Y LIMITACIONES DEL ESTUDIO

El presente estudio al ser de tipo exploratorio, contd con un limitado nimero de muestras, lo que
probablemente no permitié una evaluacion mas precisa de las variables del estudio, sin embargo,
nuestros resultados permiten observar tendencias entre la presencia de VPH en cavidad oral y su
asociaciéon con diferentes variables del estudio que guardan concordancia con estudios

poblacionales previos.

Adicionalmente, es importante resaltar que este es el primer estudio de este tipo que se lleva a cabo
en Colombia con el objetivo, no solo de obtener evidencia de una ruta de transmisién no sexual de
este virus, sino que aborde la deteccién de VPH en mucosa oral de estos grupos poblacionales

escasamente explorados.
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CAPITULO IV

EFECTO DE LA VACUNACION CONTRA EL VPH EN LA FRECUENCIA RELATIVA DE SU
DETECCION EN CAVIDAD ORAL DE NINAS Y ADOLESCENTES ENTRE 14 A 17 ANOS DE
LA CIUDAD DE CALI, COLOMBIA.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la vacunacion contra del VPH en la frecuencia relativa de la presencia del VPH

en la cavidad oral en un grupo de nifias y adolescentes aparentemente sanas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Estimar la frecuencia relativa del VPH en la cavidad oral en un grupo de mujeres

aparentemente sanas vacunadas en contra del VPH versus un grupo control.

2. ldentificar los genotipos de los VPHs presentes en la cavidad oral en un grupo de

mujeres aparentemente vacunadas en contra del VPH versus un grupo control.

3. Estimar la asociacion entre el nimero de dosis recibidas de la vacuna contra VPHy la

presencia del VPH en la cavidad oral en un grupo de mujeres aparentemente sanas.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencidn y descripcion de las muestras bioldgicas

En la presente investigacion se analizé la presencia de ADN del VPH en 1.034 muestras de células de
la mucosa oral obtenidas de la cavidad bucal de un grupo de nifias y adolescentes escolarizadas
aparentemente sanas de la ciudad de Cali, entre los 14 a 17 afios. Las muestras se habian
recolectado y almacenado en un estudio previo, avalado por el Comité Institucional de Etica para la
Investigacion con Humanos de la facultad de salud de la Universidad del Valle, con acta de
aprobacion N°011-014 del 2014.

En dicho estudio, las mujeres invitadas a participar por ser menores de edad necesitaban de la
aprobacién de sus padres o personas responsable, los cuales debian leer y firmar un consentimiento
informado, y posteriormente, la menor de edad decidia si participaba o no, mediante lecturay firma
de un asentimiento informado. Posteriormente, a las mujeres que aceptaron participar, se le aplicé
un cuestionario con preguntas sobre su estado de vacunacion contra el VPH, el nUmero de dosis
recibidas, caracteristicas sociodemograficas y de comportamiento sexual. Las muestras fueron
obtenidas mediante visitas a diferentes colegios de la ciudad de Cali, donde el programa ampliado
de inmunizacidn habia previamente aplicado la vacuna contra el VPH. Durante estas visitas, cada
estudiante debia realizar un enjuague bucal y gargaras con 15 ml de agua estéril por un periodo de

15 segundos cada uno, y posteriormente depositar el liquido en un recipiente igualmente estéril.

Extraccién del ADN

La extraccion del ADN se realizd con el estuche comercial PrepMan® Ultra Sample Preparation
Reagent (Thermo Fisher Scientific, USA), siguiendo los protocolos del fabricante. La concentraciény
pureza del ADN obtenido se evalud por espectrofotometria, utilizando el equipo NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific, USA). El grado de integridad del ADN se determiné mediante la
amplificacion por PCR convencional de un fragmento de 110 bp del gen beta-globina humano. Para
esta reaccidn se utilizaron los cebadores PCO3: 5’-ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC-3’; y PCO4: 5’-CAA
CTT CAT CCA CGT TCA CC-3'. La amplificacidn se realizd por 35 ciclos a 95°C por 20 seg, 55°C por 45

seg y 75°C por 45 seg. Los amplificados fueron visualizados mediante la técnica de electroforesis
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usando un gel de agarosa al 1% con tincidn de bromuro de etidio. Las muestras positivas fueron

consideradas aquellas en donde se observd bajo luz ultravioleta una banda de 110 pb.

Deteccion y genotipificacion del VPH

La deteccién del ADN del VPH se realizé mediante le técnica de PCR. En el procedimiento se realizd
la amplificacién de un fragmento del gen L1 con los cebadores genéricos MY09: 5'-CGT CCM ARR
GGA WAC TGA TC-3' y MY11: 5'-GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG-3'. En el caso de las muestras
negativas, se realizaba una PCR anidada con los cebadores genéricos internos, GP5+: 5°-TTT GTT ACT
GTG GTA GAT ACT AC-3' y GP6+: 5’-GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C-3'%>4,

La mezcla de la primera reaccidon de amplificacién consistié en 0,2 ng de dNTPs; 10 pmol de cada
cebador MY09/MY11, Buffer Tag 1X (100 Mm tris-HCl), 1,5Mm de MgCly 1,5 unidades de Ampli Taq
Gold (PerkinElmer, USA). Las condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacién inicial de 1 min
a 95°C; seguido por 40 ciclos de 95°C por 1 min, 50°C por 1 min, 72°C por 1 min, con un paso de
extensioén final de 72°C por 1 min. En el caso de una segunda reaccién de amplificacién por PCR
anidado se utilizaron las siguientes condiciones de amplificacion: desnaturalizacién inicial de 1 min
a 95°C, seguida por 40 ciclos de 95°C por 1 min, 40°C por 1 min, 72°C por 1 min, con un paso de
extension final de 72° por 1 min. Los productos amplificados fueron visualizados en geles de agarosa
al 2% tefiidos con Bromuro de Etidio. Como control positivo fue utilizado el ADN extraido de la linea
celular Hela, positiva para VPH-18.

Posteriormente, a las muestras de ADN positivas para VPH se les realizo la identificacion de su
genotipo viral mediante secuenciacién directa del fragmento del gen de L1 amplificado por el

método Sanger'®

, seguido de un analisis de porcentajes de identidad con el algoritmo BLASTn
usando como secuencias de referencia de genotipos de VPH almacenadas en los repositorios del
National Center for Biotechnology Information

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/?term=HPV).

Andlisis estadistico
A las variables de estudio se les evalud su distribucion. Se elaboraron tablas de frecuencias para las
variables categodricas, y se calcularon medidas de tendencia central para las variables continua

(medias y desviacién estandar, y mediana y su rango). La comparacién de proporciones (variables
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categoéricas) por grupos se llevd a cabo usando el test exacto de Fisher, mientras para la diferencia
por grupos en variables continuas se usd el test t de Student. Los grupos de comparacién fueron las
mujeres vacunadas o no contra el VPH, las variables categdricas fueron la escolaridad, el inicio de
las relaciones sexuales, el resultado de la deteccién de VPH, y los genotipos identificados; y las
variables continuas fueron la edad. Se consideraron estadisticamente significativos solo los
hallazgos con valores de p menores a 0,05. Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa
STATA14 (Copyright 1985-2015 StataCorp LP).

La asociaciéon entre vacunacion (variable independiente o de exposicion) y deteccidon de VPH
(variable dependiente o resultado) se llevo a cabo usando Razones de Oportunidad (OR, por sus
siglas en inglés) con intervalos de confianza (IC) del 95%. La variable vacunacién consistié de dos
grupos, uno que habia sido vacunado contra el VPH y otro no vacunado (grupo de referencia). Los

analisis estadisticos se realizaron con el programa STATA14 (Copyright 1985-2015 StataCorp LP).

RESULTADOS

En total, 1.034 muestras de ADN fueron evaluadas para la presencia del VPH, donde 944 procedian
de mujeres vacunadas contra del VPH y 90 de mujeres no vacunadas. En la tabla 9 se observa las
caracteristicas sociodemograficas de los dos grupos bajo analisis, mujeres vacunadas contra el VPH
y no vacunadas, en donde no se encontré diferencias estadisticamente significativas con relacién a
sus categorias de edad, escolaridad o inicio de relaciones sexuales. Con relacién a las frecuencias
relativas de la presencia del VPH por grupo, se encontrd que, en el grupo de mujeres vacunadas, el
virus fue detectado en 6 de las 944 muestras (0,6%) y en el grupo de mujeres no vacunadas, el virus
fue detectado en 3 de las 90 muestras (3,3%), siendo esta diferencia estadisticamente significativa.
Igualmente, se encontré una diferencia estadisticamente significativa en la identificacién y
distribucion de genotipos del VPH entre grupos, con el genotipo VPH 16 mostrando mayor
frecuencia relativa de deteccion en el grupo de mujeres no vacunadas (3,3% vs 0,4 % en mujeres
vacunadas). Otros genotipos virales identificados fueron el VPH 32 y VPH 66, pero solo en el grupo

de mujeres vacunadas.
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Tabla 9. Caracteristicas sociodemograficas, comportamiento sexual y presencia del VPH en cavidad

oral en un grupo de mujeres que recibieron la vacuna en contra del VPH versus un grupo de mujeres

sin vacunar de la ciudad de Cali, Colombia.

. Mujeres Mujeres No
Variables Total Vacunadas Vacunadas Valor de p
(n =1.034) (n = 944) (n =90)
numero
(porcentajes)
Edad (afios) 0,476
14 300 (29,01) 275 (29,13) 25 (27,78)
15 285 (27,56) 258 (26,69) 27 (30,00)
16 280 (27,08) 252 (26,69) 28 (31,11)
17 169 (16,34) 159 (16,84) 10 (11,11)
Escolaridad 0,234
G e 485 (46,91) 439 (46,50) 46 (51,11)
(De sexto a noveno)
Educacién Media
(De decimo a undécimo) 549 (53,09) 505 (53,50) 44 (48,89)
Relaciones sexuales 0,543
No ha iniciado 651 (63,27) 594 (63,26) 57 (63,33)
Ha iniciado 378 (36,73) 345 (36,74) 35 (36,67)
Deteccién de VPH 0,036
Negativo 1025 (99,13) 938 (99,36) 87 (96,67)
Positivo 9(0,87) 6 (0,64) 3(3,33)
Genotipos 0,040
Negativo 1025 (99,13) 938 (99,36) 87 (96,67)
VPH-16 7 (0,68) 4(0,42) 3(3,33)
VPH-32 1(0,10) 1(0,11) -
VPH-66 1(0,10) 1(0,11) -

En la tabla 10, se presentan las razones de oportunidad (OR) entre la deteccién del VPH-16 con el

numero de dosis recibidas de la vacuna contra el VPH. Se encontrd un OR de 0,08 (IC al 95% 0,01 —

0,72), que se interpreta como una disminucién del 92% de detectar el VPH-16 en cavidad oral de
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mujeres aparentemente sanas vacunadas con dos dosis (vs. Ninguna dosis como referencia) contra
el VPH entre los 14 a 17 aios. No se hallé asociacidn significante entre una Unica dosis de vacunacién

(vs. Ninguna dosis como referencia) y la deteccidn de VPH.

Tabla 10. Razén de oportunidad de la presencia de VPH-16 en mucosa oral por dosis recibidas de la

vacuna contra el VPH.

VPH-16
Variables Positivo Negativo OR (95% IC)
(n=7) (n=1025)
numero (porcentaje)

Dosis de vacuna aplicada

Ninguna dosis 3(3,33) 87 (96,67) 1

Una dosis 2 (0,90) 221 (99,10) 0,26 (0,02 - 2,34)

Dos dosis 2 (0,28) 717 (99,31) 0,08 (0,01 -0,72)
DISCUSION

Como se ha venido mencionando el VPH se ha visto implicado en el desarrollo de un subgrupo de
carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello, especialmente aquellos ubicados en la regién
orofaringea. Si bien hasta la fecha los mecanismos etoldgicos no se conocer por completo, la
explicacidon mas plausible del origen de estos tipos de cdncer, es una infeccidn oral adquirida por via

sexual que no se elimina, persiste y evoluciona a cédncer invasivo®1!

A nivel mundial se estima que cada afio se presentan aproximadamente 38.000 nuevos casos de
cancer de cabezay cuello relacionados con el VPH. De los cuales el 78% son carcinomas orofaringeo,

y el 12% se presentan en cavidad oral®®

. Dado que actualmente no existe un método de tamizaje
que permita la deteccidn temprana de lesiones premalignas en estas localizaciones anatdmicas, la
vacunacion profildctica contra el VPH, podria potencialmente ser hasta el momento la Unica
herramienta en la prevencién del cancer de cabeza y cuello, relacionado con esta infeccién viral'®,
sin embargo este ha sido un aspecto poco explorado en los ensayos clinico conducidos sobre

efectividad de la vacuna.
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En el presente estudio fueron analizadas 1.034 muestras de ADN obtenidas a partir de un enjuague
bucal de un grupo de mujeres entre los 14 a 17 aio, vacunadas y no vacunadas contra el VPH, de la
ciudad de Cali, Colombia, con el fin de establecer el efecto de la vacunacion sobre las frecuencias

relativas de deteccidon del VPH.

La tasa de deteccidon de ADN del VPH en la poblacién analizada fue del 0,87% (9/1034). Considerando
el estado de vacunacién, el porcentaje de deteccion se elevéd significativamente en el grupo no
vacunado (3,33%). Resultados, que concuerdan con estudios previos realizados en Estados Unidos
y Perd donde encontraron porcentajes de deteccion entre el 1,7% y 5,1% en hombres y mujeres
entre los 14 a 20 afios, no vacunados®*°®%, En paises europeos, estudios adicionales realizados en
escolares entre los 10 a 21 afios reportaron tasas de deteccién entre el 1,08% y 3,1%, resultados
también concordantes!'*!%>, No se encontraron en la literatura estudios que evalden solo poblacién

femenina en el rango de edad, del presente estudio, lo cual evidencia la importancia del mismo.

Los genotipos identificados en las muestras positivas fueron el VPH 16, 32 y 66, siendo el VPH 16 el
tipo viral detectado con mayor frecuencia tanto en el grupo vacunado como en el no vacunado, en
7 de los 9 casos positivos, evidenciando la circulacién en mucosa oral de VPH-AR en nifios y
adolescentes, situacién que Ilama la atencidon de forma preocupante, teniendo en cuenta que en
ninguno de los estudios mencionados el VPH 16 fue el genotipo mas prevalente. Asi mismo, siendo
este tipo viral identificado en aproximadamente el 50% de los cancer cérvico-uterinos y entre el 20

al 90% de los canceres orales y orofaringeos'®®

, el desarrollo de estrategias de seguimiento y por
supuesto la vacunacion profilactica contra el VPH deben ser implementados de forma consistente

con el fin de prevenir las enfermedades ano-genitales y orales relacionadas con el VPH7,

Comparando la frecuencia relativa del VPH en mucosa oral de acuerdo al estado de vacunacion se
encontraron diferencias significativas entre los grupos, siendo mucho mayor la deteccién de VPH en
el grupo no vacunado (p=0,036). Analizando especificamente la presencia de VPH 16 de acuerdo a
las dosis recibidas de la vacuna, se observé que el recibir al menos 2 dosis de la misma, se reducia
en un 92% el riesgo de presentar este tipo viral en mucosa oral. En este aspecto, solo un estudio

realizado en Guanacaste y Puntarenas, Costa Rica, ha demostrado la reduccion de la prevalencia de
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VPH en mucosa oral en mujeres vacunadas entre los 18 a 26 afios. En este estudio se encontrd una
efectividad del 93,3% de la vacuna en la prevencidn de infeccion oral por el VPHY, Un estudio
adicional, realizado en los Estados Unidos, esta vez en ambos sexos, reportd un asociacién entre la
vacunacion contra e VPH con una reduccion del 88% de la prevalencia oral de los VPH 6, 11, 16, 18

en adultos entre los 18 a 33 afios'?®.

Se debe tener en cuenta adicionalmente en la interpretacion de estos resultados que ninguna de
las vacunas contra el VPH licenciadas hasta el momento ha mostrado efectividad frente a
infecciones establecidas, por tanto, la tasa de deteccién de VPH16 encontrada en el grupo vacunado

podria estar relacionada con infecciones preexistentes al momento de la inmunizacion!9120:168,

Sobre los datos sociodemograficos y de comportamiento analizado, no se observaron diferencias

significativas entre los grupos vacunado y no vacunado, siendo estos comparables.

En conclusidn, de acuerdo a estos resultados la vacuna tetravalente (Gardasil) incorporada al Plan
Nacional de Vacunacién en nuestro pais muestra evidencia de un efecto protector frente a infeccion
oral por el VPH 16, sin embargo, este efecto parece estar directamente relacionado con el nimero
de dosis recibidas de la vacuna. No obstante, dado el limitado conocimiento con el que se cuenta a
cerca de su relacion del VPH con el desarrollo posterior de cancer orofaringeo, es imposible saber si
estos resultados podrian impactar a largo plazo la incidencia de este tipo de malignidad. No

obstante, los presentes resultados son alentadores.

FORTALEZAS Y LIMITACIONES DEL ESTUDIO

El presente estudio permitid un acercamiento a la determinacion de la efectividad de la estrategia
de vacunacién contra el VPH adoptadas por nuestro pais, sobre la infeccién oral por VPH, agente
etioldgico en un subgrupo de carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello. Adicionalmente,
este es uno de los escasos estudios conducidos en poblacién femenina que abordan el tema de la
efectividad de la vacunacién sobre la infeccidén oral por VPH, siendo pionero es este campo de

investigacion.
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CAPITULO V

IMPLEMENTACION DE LA NUEVA GUIA PRACTICA CLINICA PARA LA DETECCION Y
MANEJO DE LESIONES PRECANCEROSAS DE CUELLO UTERINO EN MUJERES DE LA
CIUDAD DE CALI, COLOMBIA.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Determinar asociaciones entre lesiones precancerosas de cuello uterino y genotipos de VPH
detectados en un grupo de mujeres diagnosticadas segun la Guia Practica Clinica para la deteccion

y manejo de lesiones precancerosas de cuello uterino del Ministerio de Salud y Proteccion Social.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Establecer las proporciones de lesiones precancerosas de cuello uterino diagnosticadas
segln la Guia Practica Clinica para la deteccidn y manejo de lesiones precancerosas de

cuello uterino del Ministerio de Salud y Proteccién Social.

2. Establecer las proporciones de genotipos de VPH detectados segun la Guia Practica Clinica
para la deteccidn y manejo de lesiones precancerosas de cuello uterino del Ministerio de

Salud y Proteccion Social.

3. Relacionar las proporciones de lesiones precancerosas y genotipos detectados de VPH en
un grupo de mujeres diagnosticadas segun la Guia Practica Clinica para la deteccién y
manejo de lesiones precancerosas de cuello uterino del Ministerio de Salud y Proteccién

Social.
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio, poblacion y muestra

El presente estudio es un analisis exploratorio descriptivo transversal de una base de datos de la
Unidad de Patologia Cervical de la Red de Salud Ladera E.S.E. de la Secretaria de Salud del Municipio
de Santiago de Cali, Colombia; con informacidn sobre los resultados de las pruebas de ADN-VPH
(genotipo y tipo de infeccidn), citologia y colposcopia, de 58 mujeres de 30 afos, 0 mas, no
vacunadas, en el periodo comprendido entre octubre del 2.018 a febrero del 2.019. Para el analisis
solo fueron incluidos los registros de las mujeres con resultados positivos para la deteccién
molecular de VPH que habian autorizado el uso de sus resultados clinicos mediante lectura y firma

de un consentimiento informado, el cual explicaba la finalidad del estudio.

Las pruebas de ADN-VPH, citologia cervical, y colposcopia fueron realizadas siguiendo el algoritmo
propuesto en la guia de practica clinica para la prevencion secundaria del cancer de cuello uterino
para mujeres de 30 afios o mas (figura 7). Personal asistencial y el medico patélogo de la red Ladera

tomaron las muestras cervicales segun los resultados obtenidos en cada prueba.

Las muestras fueron enviadas a laboratorios clinicos autorizados por la Secretaria de Salud del
municipio del Santiago de Cali mediante convenios para la realizacion de la prueba ADN-VPH; y las

lecturas citoldgicas e histopatoldgicas.

Deteccion y genotipificacion del VPH

La prueba de ADN-VPH fue realizada utilizando el sistema BD Onclarity™ HPV Assay y la plataforma
BD Viper™ LT system (Becton, Dickinson and Company, Nueva Jersey, Estados Unidos). El BD Viper™
LT system integra los procesos de extraccidn, amplificacion y deteccion automatizada de material
genético de VPH utilizando el BD Onclarity™ HPV Assay, que permite la deteccidn cualitativa de 14
genotipos de ARy de posible riesgo oncolégico a partir de muestras cervicales de forma simultanea,
mediante la amplificacién de la regién E6/E7 del genoma viral y posterior hibridacién con sondas
especificas. Esta prueba informa a cerca de la presencia de seis genotipos de forma individual (VPH

16, 18, 31, 45, 51y 52) y los ocho genotipos restantes en tres pequefios grupos: (VPH 33, 58), (VPH
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35, 38, 68) y (VPH 56, 59, 66). Para verificar la calidad de las muestras, el ensayo realiza la

amplificacion de una region del gen de B-globina humana como control interno.

Bases de datos
La informacion de los resultados de las pruebas fue entregada en un archivo digital Excel, el cual
contenia informacidn acerca de la edad, los resultados de la prueba ADN-VPH (genotipo y tipo de

infeccidn), el resultado de la citologia cérvico-uterina, y biopsia guiada por colposcopia.

Andlisis estadistico

Alas variables de estudio se les evalud su distribucién. Se elaboraron tablas y graficos de frecuencias
para las variables categéricas, y se calcularon medidas de tendencia central para las variables
continua (medias y desviacidén estandar, y mediana y su rango). La comparacién de proporciones
(variables categoricas) por grupos se llevo a cabo usando la prueba exacta de Fisher y chi cuadrado.
Los grupos de comparacion fueron los resultados positivo y negativo de la citologia cérvico-uterina
y colposcopia; y las variables categdricas fueron la presencia de genotipos de VPH-AR que cubres las
vacunas cuadrivalente y nonavalente. Se consideraron estadisticamente significativos solo los
hallazgos con valores de p menores a 0,05. Los analisis estadisticos se realizaron con el programa

STATA14 (Copyright 1985-2015 StataCorp LP).

Para el analisis, los resultados de la prueba de citologia cervical fueron clasificados en positivos y
negativos, y los resultados de la colposcopia en negativo, LEI-BG y LEI-AG. Para la clasificacién del
tipo de infeccién, los grupos de genotipos (VPH 33, 58), (VPH 35, 38, 68) y (VPH 56, 59, 66), fueron
clasificados como una infeccién multiple sélo cuando se acompafiaron de un genotipo o grupo de

genotipos adicional, si se presentaban solos, la clasificacion era indeterminada.
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RESULTADOS

En la figura 13, se muestran los porcentajes de los resultados de las pruebas de citologia y
colposcopia. De las 58 mujeres positivas para la prueba ADN-VPH, 33 fueron positivas para la prueba
citoldgica cervical, para un 57%. De este grupo de mujeres, el examen colposcépico fue negativo en

un 21% de los casos; LEI-BG fueron identificadas en un 33%; y LEI-AG en un 45%.

VPH

NEGATIVA POSITIVA | NEGATIVA LEI-BG LEI-AG
(N=25) (N=33) (N=7) (N=11) (N=15)
CITOLOGIA (N=58) COLPOSCOPIA (N=33)

Figura 13. Porcentaje de deteccion del ADN del VPH-AR segun los resultados de la citologia y
colposcopia en mujeres de la ciudad de Cali, Colombia. (LEI-BG, Lesiones Escamosas

Intraepiteliales de Bajo Grado; LEI-AG, Lesiones Escamosas Intraepiteliales de Alto Grado).

En latabla 11, se observan los resultados de la prueba de ADN-VPH, y el tipo de infeccidn viral segun
el diagnéstico citoldgico. En un 25,9% (n = 15) se detectd el grupo de genotipos compuesto por VPH
56, 59, y 66, siendo este porcentaje el mayor encontrado, seguido por el VPH 16 en un 19% (n = 11).
Con relacion al tipo de infeccidn del VPH, el 38% (n = 22) de las mujeres presentaron infecciones
Unicas; el 20% (n = 12) presentaron infecciones multiples; y en 24 mujeres no fue posible determinar
el tipo de infeccidn. En las muestras con diagnostico citolégico negativo, los genotipos identificados
con mayor frecuencia fueron los grupos VPH 35, 38 y 58, y VPH 56, 59, y 66, con tasas de deteccion
del 20% (n =5) y 28% (n = 7) respectivamente. En contraste, el VPH-16 fue el genotipo predominante

en muestras con diagndstico citoldgico de LEI-AG.
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Tabla 11. Genotipos de los VPH de AR detectados en mujeres de la ciudad de Cali-Colombia, segun

el tipo de infeccidon y el diagnostico histopatoldgico, entre octubre de 2018 y febrero de 2019.

Genotipo de VPH Frecuencia (%) Tipo;le Infeccion . Diagnéstico Citologico
el VPH Negativo (%) ASC-USTt(%) LEI-BG*(%) LEIAG #(%)
16 11 (19,0) Unica 1(4.0) 2(28.,8) 1(9.1) 7(48.,7)
18* 2 (3.5) Unica 1(4.0) - 1(8.1) -
a 4(6,9) Unica 2(8.0) = 2(18.2) =
45 1(1.7) Unica 1(4.0) - - -
51 1(1.7) Unica = = = 1(6,7)
52 2(5,2) Unica 1{4.0) 1(14.3) 1(9.1) -
167; 18" 1(1,7) Multiple = = > 1(6.7)
16%; 31 2(3,5) Multiple - - - 2(13.3)
31; (56, 59, 66) 1(1.7) Maltiple 1(4.0) - - -
(33, 58);: (35, 38, 68) 1(1,7) Muiltiple - - 1(9.1) -
(35, 38, 68); (56, 59, 66) 1(1,7) Multiple 1(4,0) = = =
45: (35, 38, 68) 1(1,7) Maltiple 1(4.0) - - -
45; (56, 59, 66) 1(1.7) Multiple 1(4.0) = = =
52; (35, 38, 68); (56, 59, 66) 1(1.7) Maltiple - - - 1(6,7)
52: (56, 59, 66) 3(5.2) Multiple 2(8.0) = > 1(8.7)
(33, 58) 4(6,9) - 1(4.0) 2(28.,8) 1(9.1) -
(35, 38, 68) 5(8,6) = 5(20,0) = = =
(56, 59, 66) 15 (25.9) - 7(28,0) 2(28,6) 4(36,4) 2(13.3)
Total 58 (100) 25 (100) 7 (100) 11 (100) 15 (100)

Los genotipos de VPH en negrita corresponden a los gue actualmente profegen las vacunas comerciales de Gardasil.

* Genotipos de VPH gque protege solo la vacuna Gardasil 4.
T atipias en células escamosas de significado indeterminado
1 Lesiones Escamosas Intraepifeliales de Bajo Grado

§ Lesiones Escamosas Infraepifeliales de Alfo Grado

En la Tabla 12, se compara la distribucion de los genotipos de VPH de AR para los cuales las vacunas
comerciales de Gardasil-4 y -9 protegen, segun los resultados de la prueba de citologia cérvico-
uterina. Al respecto, se presentd un bajo porcentaje de deteccion de los genotipos de VPH-AR para
los cuales la vacuna Gardasil-4 protege en mujeres con resultados negativos de citologia (8%) en
comparacién con las mujeres con citologia positiva (42,4%). Esta diferencia fue estadisticamente

significativa, valor de p = 0,004.
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Tabla 12. Distribucién de los genotipos de VPH-AR para los cuales las vacunas
Gardasil protegen, segun los resultados de la prueba de citologia cérvico-uterina.

Presencia de genotipos de VPH- Resultado de la Citologia Valor de p

AR Negativa Positiva
n (%)

De la vacuna Gardasil-4 0,004
Ninguno 23 (92,0) 19 (57,6)
Al menos uno 2 (8,0) 14 (42,4)

De la vacuna Gardasil-9 0,951
Ninguno 7 (28,0) 9(27,3)
Al menos uno 18 (72,0) 24 (72,7)
Total 25 (100) 33 (100)

Con relacion a los genotipos de VPH de AR para los cuales la vacuna Gardasil-9 protege, mujeres con

citologia negativa y positiva, mostraron porcentajes similares y mayores al 70%.

En la Tabla 13, se observa la distribucion de los genotipos de VPH-AR que las vacunas comerciales
de Gardasil-4 y -9 protege segun los resultados de la colposcopia. Al respecto, se presentd un alto
porcentaje de deteccidon de genotipos de VPH de AR para los cuales la vacuna Gardasil-4 brinda
proteccion en mujeres con resultados de LEI-AG en un 66,7%, en comparacion con las mujeres con
resultado negativo o con LEI-BG, 28,6% vy 18,9%, respectivamente. Esta diferencia fue
estadisticamente significativa, valor de p = 0,033. Con relacién a los genotipos de VPH de AR para
los cuales la vacuna Gardasil-9 protege, las mujeres mostraron porcentajes similares en los

resultados de colposcopia, negativa, LEI-BG, LEI-AG.
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Tabla 13. Distribucidn de los genotipos de VPH-AR para los cuales las vacunas de Gardasil protegen,

segun los resultados de la prueba de colposcopia.

Presencia de genotipos Resultado de la Colposcopia
. Valor de p
de VPH-AR Negativa LEI-BG LEI-AG
n (%)
De la vacuna Gardasil_4 0,052
Ninguno 5(71,4) 9(81,8) 5(33,3)
Al menos uno 2 (28,6) 2 (18,9) 10 (66,7)
De la vacuna Gardasil_9 0,697
Ninguno 2 (28,6) 4 (36,4) 3(20,0)
Al menos uno 5(71,4) 7 (63,6) 12 (80,0)
Total 7 (100) 11 (100) 15 (100)
LEI-BG, Lesiones Escamosas Intraepiteliales de Bajo Grado; LEI-AG, Lesiones Escamosas Intraepiteliales de Alto
Grado
DISCUSION

Desde 1999 se identificd la infeccidn por el VPH como una causa necesaria para el desarrollo de
céncer cervical y lesiones precancerosas'?. Actualmente, se sabe que aproximadamente el 80% de
las mujeres sexualmente activas adquiriran una infeccién por VPH durante su vida; pero solo una
pequefia proporcidn progresard y desarrollara LEI -BG y LEI-AG y finalmente cancer invasivo®®®. Una
serie de genotipos han sido detectados de forma mas prevalente en todos los estadios de lesion
cervical®®, algunos de los cuales han sido cubiertos por algunas de las vacunas profilacticas contra
el VPH licenciadas a la fecha, con lo cual se espera disminuir a mediano y largo plazo la incidencia

de cancer cervical a nivel mundial**2.

En este estudio fue llevado a cabo un analisis de los resultados de la genotipificacion molecular de
VPH, citologia cérvico-uterina y colposcopias de 58 mujeres de 30 afios, o0 mas, conforme el
algoritmo de prevencién de CC propuesto por el ministerio de Salud y Proteccidn Social de Colombia

en el 2014. Este grupo de mujeres fue atendidas en la Red de Salud de Ladera — E.S.E con un area
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de influencia en las comunas: 1, 3, 17, 18, 19 y 20, lo que corresponde a un aproximado 636.177

habitantes.

En este grupo de mujeres, los porcentajes de deteccidén de VPH en citologias positivas o anormales
y lesiones histopatolégicas de bajo y alto grado fueron similares, lo que evidencia la utilidad de las
muestras obtenidas mediante ambos procedimiento para la deteccién molecular de VPH, y demds
apoya estrategia de la deteccidon molecular de VPH a partir de muestras citoldgicas como primera

estrategia de tamizaje tal como lo plantea el algoritmo empleado*.

Respecto a los genotipos identificados, se observé alta frecuencia de VPH 16 y el grupo VPH 56, 59,
66; lo que en parte concuerda con estudios a nivel mundial que han reportado al VPH 16 como el
genotipo mds prevalente en todos los estadios de displasia cervical con tasas de detecciéon que
varian entre el 19,3% a 45,1%'%%_ A nivel nacional, segln el reporte sobre el VPH y enfermedades
relacionadas para Colombia del Centro de Informacion sobre VPH y Cancer ICO/IARC, el VPH 16
sigue siendo el genotipo mas prevalente (41-43%) en LEI-BG y LEI-AG; mientras que los VPH 56 y 66
muestran una prevalencia acumulada de 25% y 6% en LEI-BG y LEI-AG respectivamente’,
Resultados similares fueron publicados por Trujillo y col., tras el andlisis de muestras de colposcopia
de pacientes con anormalidad citoldgica en la ciudad de Bogota. En este estudio, el grupo VPH 56,
59, y 66 tuvo una tasa de deteccién del 24%'7?, confirmando su circulacién en poblacién colombiana
con lesion cervical. No obstante los resultados de este estudios muestras una deteccion frecuente
del grupo VPH 56, 59 y 66, mayoritariamente en citologias negativas, con ASC-USy lesiones de bajo
grado, razén por la cual su significancia clinica debe ser analizada con el fin de definir las estrategias
de manejo medico mas adecuadas en estos casos, toda vez que estos genotipos han sido clasificados

por la IARC en el grupo 1 de riesgo oncoldgico®.

Infecciones multiples por VPH han sido documentadas en una serie de estudios epidemioldgicos,
aunque su frecuencia varia ampliamente de acuerdo a la poblacién estudiadal’®?"4. Si bien el
significado de las infecciones multiples no ha sido bien establecido, se ha planteado una asociacién
con el desarrollo y progresidon de neoplasia cervical, sugiriendo una interaccién sinérgica entre los

genotipos co-infectantes. En nuestro estudio, fueron identificadas infecciones multiples en el 20%
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de las muestras analizadas, resultados que concuerdan con estudios previos realizados en mujeres

con anormalidad citoldgica cuya frecuencia fue reportada entre el 19 al 49,8%72175176,

La prevencion primaria del CC es realizada mediante la vacunacion profilactica, la cual brinda
proteccidon frente a la infeccidon por genotipos especificos. En Colombia es distribuida de forma
gratuita la vacuna 4-valente, que ofrece proteccién frente a los genotipos VPH 6, 11, 16 y 18, a nifias
y adolescentes entre los 9 a 18 afios de edad. Una nueva vacuna, licenciada por la FDA desde el afio
2.014, incluye cinco genotipos adicionales asociados al CC, sin embargo, hasta la fecha no han sido
realizados estudios de costo-efectividad para su implementacién en los programas locales de
vacunacion. Nuestro estudio encontrd una alta tasa de deteccidn de genotipos cubiertos por la
vacuna 4-valente en muestras de citologias anormales y por colposcopia en comparacién con los
genotipos incluidos en la vacuna 9-valente, siendo ésta diferencia estadisticamente significativa. Los
que sugiere que, a nivel nacional, las mujeres con lesiones cervicales presentan con mayor

frecuencia infecciones por los VPH 16 y 18, cubiertos por la vacunacién actual.

Una limitante del estudio es que los resultados son producto de un andlisis exploratorio con un
escaso tamano muestral, por lo que se hace necesario realizar estudios con un mayor tamafio
poblacional que permitan una mejor evaluacién del programa de detecciéon temprana de cancer
cervical implementado por el Gobierno Nacional y adicionalmente obtener evidencia concluyente
que permita estimar la necesidad de introducir en el esquema de vacunacion actual la vacuna

Gardasil-9, de acuerdo a los genotipos circulantes en la poblacién colombiana.

En conclusidn, la alta frecuencia del VPH 16 detectada en el presente estudio en mujeres que
posteriormente fueron diagnosticadas con LEI-AG, resalta la validez clinica asi como la utilidad de la
implementacién de la prueba de ADN-VPH como primera prueba de tamizaciéon en mujeres de 30
afios o mas, en la Guia de Practica Clinica para la deteccién y manejo de lesiones precancerosas de
cuello uterino; asi como evidencia la importancia de continuar y fortalecer el programa de
vacunacion contra el VPH como estrategia de prevencion primaria para la prevencion de lesiones

precancerosas de cuello uterino.
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CONCLUSIONES GENERALES

La presente tesis doctoral abarcé el planteamiento y ejecucidn de cuatro proyectos de investigacion
que permitieron el abordaje del VPH desde diferentes focos. A continuacidn se exponen las
conclusiones a partir de los resultados obtenidos en cada uno de ellos. Los resultados generales son

expuestos en la figura 14.

Vias de transmisién no sexual del VPH

— Durante el embarazo tejidos propios del proceso de gestacion son expuestos al VPH, y como
consecuencia se produce la deteccidon del genoma viral de una variedad de genotipos de
alto y bajo riesgo oncoldgico, aun en mujeres gestantes aparentemente sanas y sin
antecedentes de lesidn cervical, sugiriendo que ésta exposicién puede presentarse bajo
infecciones silentes aunque de forma muy poco frecuente y sin una afectacién aparente
sobre la salud materno- fetal. Sin embargo, no se puede obviar la posibilidad de que la
detecciéon de este virus pueda presentarse como consecuencia de una contaminacion
transitoria durante el parto mediante el paso a través del canal vaginal infectado de la

madre o a través de su manipulacion durante el alumbramiento.

— Durante el crecimiento, los bebes y nifios pequefios experimentan un contacto muy
cercanos especialmente con sus madres, cercania que podria facilitar la transmision de
agentes infecciosos, entre ellos el VPH, presente en tejido como piel y mucosas, no
obstante, la transmisién horizontal de este virus entre la mucosa oral de madres y sus hijos
menores de dos anos, puede ser muy poco frecuente o incluso inexistente. Sin embargo, no
se puede descartar la posibilidad de contagio de los menores tras el contacto con otros
familiares y cuidadores.

Por otro lado, genotipos de bajo riesgo fueron los mas comunmente detectados en mucosa
oral de poblaciones aparentemente sanas, no obstante, genotipos de alto riesgo podrian
acceder a esta localizacidn anatdmica desde edades tempranas, casos en los que deberian
ser evaluadas las implicaciones de estas infecciones a corto y largo plazo, dedo el potencial

oncogénico de VPH-AR.
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Deteccion de VPH en mucosa oral

— La detecciéon del VPH en mucosa oral en una variedad de grupos poblacionales, sugiere una

exposicién constante a este virus durante diferentes etapas de la vida. Evidenciando ademas
un patrén creciente con forme incrementa la edad, de esta forma a edades tempranas como
en la niflez, se encuentran bajas tasas de deteccion (1,3%), que van incrementando
paulatinamente en la adolescencia (3,3%) y adultez (6,6%), comportamiento que podria ser
explicado por la dindmica de trasmisidn de este virus. De esta forma, vias de trasmisidon no
sexuales mediarian la exposicién viral a edades tempranas pero de forma poco frecuente,
sin embargo, una vez se inician las relaciones sexuales, esta exposicidon incrementa,
ocasionando una mayor deteccién viral. Factores comportamentales podrias mediar esta
exposicién, siendo uno de ellos el uso de anticonceptivos de barrera como el condén, lo cual

mediaria la proteccidn de los individuos frente a la adquisicion de infecciones por VPH.

Efecto de la vacunacion profilactica sobre la deteccidn de VPH en mucosa oral

— Actualmente son comercializadas tres tipos de vacunas profilacticas contra el VPH, las

cuales han demostrado en una serie de ensayos clinicos una alta efectividad en la
prevencion de infeccidn cervical. En Colombia, la vacuna tetravalente (Gardasil-4),
incorporada en el esquema gratuito de vacunacion desde el afio 2012, se asocié con una
disminucién del riesgo de deteccidon de VPH 16 en mucosa oral. Proteccién que parece ser

dependiente del nimero de dosis recibidas.

Evaluacién del programa de diagndstico temprano de lesiones precancerosas en
cuello uterino

— Mujeres residentes de la ciudad de Cali, mayores de 30 afos de edad no vacunadas, VPH-

positivas muestran, una alta circulacién de una variedad de genotipos oncogénicos,
especialmente el grupo VPH 56, 59 y 66, y VPH 16, todos ellos de alto riesgo oncoldgico y

frecuentemente asociados a cancer cervical. Adicionalmente, infecciones simultaneas por
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mas de un genotipo de VPH fueron también identificadas de forma frecuente, sin embargo

su significado clinico no pudo ser establecido en el presente estudio.

La implementacién de la nueva guia de practica clinica para la deteccidn y manejo de
lesiones precancerosas y cancer cervical que incorpord la deteccidn y genotipificacion
moléculas del VPH, muestra resultados alentadores y de gran utilidad, ya que no solamente
fue evidente la utilidad de la deteccién de VPH a partir de muestras citolégicas como
primera estrategia de tamizaje, sino que ademas, la identificacion de tal cantidad de
genotipos facilita adicionalmente una evaluacidn inicial de las estrategias de vacunacion

empleadas actualmente en relacién a los genotipos circulantes en poblaciéon no vacunada.
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ANEXOS

ANEXO 1
PRODUCTOS DE LA TESIS DOCTORAL

Como productos de la tesis doctoral se enumeran a continuacion articulos cientificos publicados y

en proceso de publicacién, asi como ponencias en congresos cientificos.

1.

Ponencia (Poster): “Detection of Human Papillomavirus in Placenta”. Eurogin 2013. “HPV at

a Crossroads: 30 Years of Research and Practice”. Florencia, Italia, noviembre 3 al 6 de 2013.

Ponencia (Poster): “Deteccion de Virus del Papiloma humano en Placenta”. Simposio de
Investigacion en Salud XV: Discapacidad y Ciclo Vital. Cali, Colombia, octubre 23 al 24 de
2013.

Publicacion (Resumen): Alejandra Arbeldez Vasquez, Stephania Géngora, Diana Carolina

Zambrano, Fabian Fernandez, Cecilia Aguilar de Plata, Andrés Castillo. Deteccion del Virus

del Papiloma Humano en Placenta. Rev Gastrohnup. 2013; 15(3): 155-170.

Ponencia (Oral): “Deteccidn del Virus del Papiloma Humano en Placenta y Sangre de Corddn

Umbilical”. V Simposio Nacional y | Congreso Latinoamericano de Virologia. Bogot3,

Colombia, noviembre 19 al 21 de 2013.

Publicacion (Resumen): Alejandra Arbeldez, Stephania Géongora, Diana Zambrano, Fabian

Fernandez, Cecilia Aguilar de Plata, Andrés Castillo. Deteccién del Virus del Papiloma
Humano en placenta y sangre de cordén umbilical. Hechos Microbiol. 2013; 4(2 Suppl 1):

53.

Ponencia (Oral): “Deteccion de Virus del Papiloma Humano en Placenta y Sangre de Corddn
Umbilical”. | Encuentro Sudamericano del Virus del Papiloma Humano. Santiago de Chile,

Chile, 31 de marzo al 2 de abril de 2014.
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11.

12.

13.

Ponencia (Poster): “Deteccidn del Virus del Papiloma Humano (VPH) en Sangre y Células
endoteliales de cordén umbilical”. Simposio de Investigacién en Salud XVI: Ciudades

Saludables. Cali, Colombia, Octubre 22 al 23 de 2014.

Publicacion (Resumen): Alejandra Arbeldez Vasquez, Stephania Godngora, Isabella

Echeverry, Cecilia Aguilar de Plata, Andrés Castillo. Deteccidn del virus del papiloma humano
(VPH) en sangre y células endoteliales de cordén umbilical. Rev Gastrohnup. 2014; 16(3):

138-161

Ponencia (Poster): “DNA Human Papillomavirus Detection in Endothelial Cells of Umbilical
Cord”. 30th International Papillomavirus Conference and Clinical and Public Health

Workshops. Lisboa, Portugal, septiembre 17 al 21 de 2015.

Ponencia (poster): “Deteccion de ADN del Virus del Papiloma Humano en Células

III

Endoteliales de Corddén Umbilical”. LI Congreso Nacional de Ciencias Bioldgicas. Armenia,

Quindio, octubre 18 al 21 de 2016.

Ponencia (poster): “Effect of Vaccination Against Oral HPV Infection in Women in High
Schools from Cali, Colombia”. 7th Congress of European Microbiologists (FEMS 2017).
Valencia, Espaiia, Julio 9 al 13 de 2017.

Articulo publicado: Diana Zambrano-Rios, Fernandez Fabidn, Andrés Matta-Miramar,

Alejandra Arbeldez, Enrique Herrera-Castaifieda, Andrés Castillo. Deteccidn del Virus del

Papiloma Humano en Mucosa Oral de Mujeres de Cali, Colombia. Infectio. 2019; 23 (3). 266
- 270.

Articulo aceptado para publicacidn, revista Infectio: Alejandra Arbeldez-Vasquez, Claudia

Carrefio, Lilyan Cofazos-Ramirez, Andrés Castillo. Implementacion de la Nueva Guia
Practica Clinica para la Deteccion y Manejo de Lesiones Precancerosas de Cuello Uterino en

Mujeres de la Ciudad de Cali, Colombia.
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ANEXO 2

CUESTIONARIO APLICADO A LAS PARTICIPANTES DE PROYECTO “DETECCION DEL VIRUS DEL
PAPILOMA HUMANO (VPH) EN MUCOSA ORAL DE NINOS MENORES DE 2 AROS Y SUS
MADRES” (CAPITULO Ill).

cODIGO
Universidad
del Valle
FORMULARIO DE ENCUESTA
PROYECTO
“DETECCION DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN MUCOSA HORAL DE MUJERES Y SUS HIJOS
MENORES DE 2 ANOS”

Fecha de la encuesta (dd/mm/aa):

DATOS GENERALES DE LA MADRE

1. Nombre:

2. Fechay lugar de nacimiento (dd/mm/aa):

3. Estrato Socioecondmico:

4. Direccion de residencia:

Numero Telefdnico:

5. Estado Civil:

e Soltera

e (Casada

e Unidn libre
e Separada
e Viuda

6. Escolaridad:
e No sabe leer ni escribir
e Primaria incompleta
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e Primaria completa

e Secundaria incompleta
e Secundaria completa

e Técnico

e Universitario

e Postgrado

7. Ocupacion:

8. Régimen de Seguridad Social al que pertenece:
e Medicina prepagada

e Régimen contributivo

e Régimen subsidiado

e Régimen especial

e No tiene seguridad social
e Técnico

e Universitario

e Postgrado

9. Habito de cigarrillo:
e Nunca ha fumado
o Exfumadora
e Fumadora actual Numero de cigarrillos que fuma al dia

10. Ingesta de alcohol
e Si
e No
e Frecuencia de consumo
11. Consumo de sustancias psicoactivas
e Si
e No
Cual (s)
e Frecuencia de consumo

HISTORIA GINECO-OBSTETRICA

12. Edad de Menarquia:

13. NUumero de Embarazos:
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14. Actualmente estd en embarazo:
15. Numero de Partos:

16. Numero de Abortos:

17. Numero de Nacidos Vivos:

18. Numero de Partos Naturales:

19. {Qué método de planificacion usa actualmente?
e Ninguno
e Anticonceptivos orales
e Anticonceptivos inyectables
e Anticonceptivos Implantables | |
e Meétodo de barrera (condon)
e Dispositivo intrauterino
e Abstinencia
e Ritmo
e Coitus interruptus (explicar)
e Unglentos intravaginales
e Esterilizacion quirurgica
e Otro

¢Que otro(s) método de planificacion ha utilizado?

COMPORTAMIENTO SEXUAL

20. Edad de la primera relacién sexual:

21. ¢En este momento, usted es activa sexualmente?
o Sj
e No

SI LA RESPUESTA ES NO SALTE A LA PREGUNTA 23 DE LO CONTRARIO SIGA CON LA PREGUNTA
22

22. ({En promedio cudntas relaciones sexuales tiene a la semana?

23. iCudantos compafieros sexuales ha tenido usted en su vida?

24. i Cuantos compafieros sexuales ha tenido usted en el dltimo afio?
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25. ¢Ha sido diagnosticada con alguna enfermedad de transmisidn sexual?
o Si
e No
e No sabe
e (Cual?

26. (Alguna vez en su vida ha tenido verrugas en alguna parte del cuerpo, incluidos los
genitales?
o §j
e No
e No sabe

Si LA RESPUESTA ES NO SALTAR A PREGUNTA 29

27. Cual ha sido la ubicacién de las verrugas:
e Piel
e Genitales
e Ano
e Cavidad Oral
e Otro
¢Cual?

28. {NUumero aproximado de verrugas que ha presentado?

INFORMACION GENERAL DEL MENOR

29. Nombre:

30. Lugar y Fecha de Nacimiento: Edad:

31. Sexo:
e Femenino
e Masculino

32. Edad gestacional al momento del parto:

33. Peso al nacer:

34. Tipo de parto:
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35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

e Vaginal
e Cesarea

¢Recuerda cual fue la duracion del trabajo de parto?

éCon quién vive el nifio?

Respuesta:

¢Quién cuida al nifio cuando usted no esta presente?

Respuesta:

¢El nifo actualmente esta inscrito en una guarderia?

e §j
e No

e Frecuencia con la cual asiste:

¢Alguna vez el nifio ha sido diagnosticado con alguna enfermedad?
o §j
e No

¢El nifio ha presentado verrugas en alguna parte del cuerpo?
o §j
e No

SI LA RESPUESTA ES NO, FINALICE LA ENCUESTA Y AGRADEZCA LA PARCIPACION.

Ubicacion de las verrugas:
e Piel
e Genitales
e Ano
e Cavidad Oral
e Otro
e (Cudl?

Numero aproximado de verrugas:

FIN DE LA ENCUESTA
GRACIAS
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ANEXO 3

CUESTIONARIO APLICADO A LAS PARTICIPANTES DE PROYECTO “EFECTO DE LA VACUNACION

CONTRA EL VPH EN LA FRECUENCIA RELATIVA DE SU DETECCION EN CAVIDAD ORAL DE

NINAS Y ADOLESCENTES ENTRE 14 A 17 ANOS DE LA CIUDAD DE CALI, COLOMBIA.”
(CAPITULO IV).

Universidad
del Valle

UNIVERSIDAD DEL VALLE
EVALUACION DE LA EFICACIA DE LAVACUNACION CONTRA VPH
EN LA INFECCION ORAL POR VPH16 EN NINOS ENTRE LOS 14Y 17 ANOS DE EDAD
DE LOS COLEGIOS DE SANTIAGO DE CALI

La informacion recogida en esta encuesta es completamente confidencial. / 1 L
Te solicitamos responder las preguntas con total honestidad \\ o

Contesta a las preguntas basado en lo que realmente haces.

a e No escribas tu nombre en esta encuesta Las respuestas suministradas serdn mantenidas en secrefo.
Aseglrate de leer cada pregunta y selecciona con una X la respuesta que indica tu contestacion.

01. Lainstitucion educativa es: Publica l:l Privada D

(" DATOS PERSONALES )

02. Sexo: Hombre D Mujer l:l 03. Edad en afos:
04. Grado en curso: E El E 05. Barrio donde reside:

-

-

(" ESTADO DE VACUNACION )

-

en Instituciones Educativas publicas y privadas a ninas entre 9y 17 afios; ademds se aplica

La vacuna contra el virus del papiloma humano (VPH) ha sido aplicada por la Secretaria de Salud Municipal a E
en Centros de salud o clinicas. Para las siguientes preguntas, marca con una X de acuerdo a tu caso:

06. ;Te has vacunado contra el virus del papiloma humano? 07. ;Cudntas dosis has recibido hasta el momento?

SII:I NOI:‘ No me han vacunado |:| |I|

-~ {_ HIGIENE ORAL ) ~

A continuacion realizaremos algunas preguntas respecto al cuidado e higiene que tienes con fus dientes.
Marca con una X segun sea tu caso.

08. Enlos ultimos 6 meses, ;Cuantas veces al dia usas enjuague bucal?
Nuncal:‘ 1Vez aldlal:l 2 o mds veces al dla |:|

09. Enlos dltimos 6 meses, ;Cuantas veces al dia te has cepillado los dientes?
NuncaD 1Vez aIdlaD 203 vecesaldia D Mas de 3 veces aldia D

10. ;Cuando te cepillas los dientes, sangran tus enclas?

Nunca |:| Algunas veces l:‘ Siempre D @)
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11. En los dltimos 6 meses, ; Has tenido aparatos dentales 12. ;Te han hecho alguna vez cirugia en la boca?

como frenillos, brackets o retenedores?
s[]  no[]

s(]  wo[]

13. En los dltimos 12 meses, jTe han sacado algun diente? 14. ;Has tenido lesiones en la boca (heridas, placas, herpes, sapos)?
S NO [ ] No me acuerdo [ | S NO [ ]

15. ;Tienes o has tenido piercing en la boca? 16. ;jCompartes tu cepillo de dientes?
s[]  w[] s(]  wo[]

. _/

(" COMPORTAMIENTO SEXUAL )

Las preguntas 17 a 25 indagan sobre tus comportamientos sexuales y relacionales con tus amigos-as
y/o compafieros-as. Marca con una X segiin sea tu caso:

17. En los dltimos 6 meses, jTe has besado en la boca con algan/alguna estudiante de tu institucion educativa?

s(] wo[]
iCuantos estudiantes de tu institucion educativa has besado?

[] [] [] [] [] []

0 Personas 1 Persona 2 Personas 3 Personas 4Personas 5o mas Personas

18

19. Cuando se besan, jHay contacto entre las lenguas 7

[] [] [] []

No he besado Nunca Algunas veces Siempra
hay contacto hay contacto hay contacto

Para las siguientes preguntas, las relaciones sexuales se refieren al contacto fisico del cuerpo y de los genitales.
* Ademads de besos, abrazos y caricias, hay contacto de los genitales (pene-vagina, pene-ano, pene-boca)
o penetracién con otro tipo de elemento u objetos.

20. ;Has tenido relaciones sexuales? 21. Enlos dltimos 6 meses, jHas tenido relaciones sexuales
con algin/alguna estudiante de tu institucion educativa?

si[ ] NO [ ] No he tenido [ | si[ ] NO[ ]

relaciones sexuales

22. ;Con cuantos estudiantes de tu institucion educativa has tenido relaciones sexuales?

[] [] [] [] [] []

No he tenido No he tenido relaciones 1 Persona 2 Personas 3 Personas 4 0 mas Personas
relaciones sexuales  sexuales con estudiantes
de esta institucion

23. Elsexo de los estudiantes con que has tenido 24, ;Quétipo de relacion sexual has tenido con los estudiantes
relaciones sexuales, ha sido: de la institucién? (Puedes marcar varias opciones)
No he tenido No he tenido D
relaciones sexuales relaciones sexuales
Hombre D Relacion sexual oral D
Mujer D Relacion sexual genital D
Ambos D Realcion sexual anal D

25. la dltima vez que tuviste relaciones sexuales, jUsaste ti o tu pareja conddn o preservativo?

No he tenido
relaciones sexuales Sl D NO D No me acuerdo D
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UNIVERSIDAD DEL VALLE
‘ EVALUACION DE LA EFICACIA DE LA VACUNACION CONTRA VPH
EN LA INFECCION ORAL POR VPH16 EN NINOS ENTRELOS 14'Y 17 ANOS DE EDAD

e Ve DE LOS COLEGIOS DE SANTIAGO DE CALI
~ ( CONSUMO DE TABACO Y ALCOHOL ) ~
A continuacién preguntaremaos por tus hdbitos de consumo de tabaco y alcohol.
Marca con una X segun sea tu caso

26. Enlos dltimos 6 meses, jHas fumado cigarrillo?
s[]  wo[]
27. Durante los dltimos 30 dias, jCuantas veces al dia has fumado cigarrillo?

[] [ [] ] [] []

Nunca he Mo he fumado Menos de 1 vez al dia Entre2a4 Mas de 4
fumado los ultimos 30dlas  una vez al dia veces al dia veces al dia

28. En los ultimos 6 meses, jHas fumado marihuana?
sC] o[

29. Durante los dltimos 30 dias, jCuantas veces al dia has fumado marihuana?

[] ] [] ] ] []

MNunca he Mo he fumado Menos de 1 vez al dia Entre2a4 Mas de 4
fumado los Gltimos 30dias  una vez al dia veces al dia veces al dia

30. En los dltimos 6 meses, jHas bebido licor (aguardiente, cerveza, vino, u otros)?
s[]  wo[]

31. Durante los altimos 30 dias, ;Cuantas veces ala semana has bebido licor?

[] [] [] ] [] []

MNunca he No he bebido Menos de una 1vez Entre 2 a4 veces Mas de 4 veces
bebido los Gltimos 30dias wvezalasemana  alasemana alasemana alasemana
e S/
e N
e ' ENFERMEDADES DE LA BOCA ) ~
32. En los dltimos 12 meses, jHas sufrido de enfermedades en la garganta como amigdalitis o faringo-amigdalitis?
9O wO
/
(" PRESENCIA DE VERRUGAS )
- J I

w )

3. ;Alguna vez has tenido verrugas en la piel, boca o genitales, parecidas a las que muestran las imagenes? Observa el afiche
s[] o]

34. ;Enqué lugares del cuerpo las has tenido? Marca con una X, varias opciones si es necesario.

[] [] [] ] [] []

No he tenido Manos Boca Brazos Genitales Otros ;Cuales?
verrugas en la piel -dedos- -codos-

35. ;Alguna persona de tu familia ha sido diagnosticada con alguin tipo de cancer?

st ] No [ ]

. /

ml FIN DE LA ENCUESTA
v I / Gracias por tu honestidad @
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