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RESUMEN

ElI CCU (cancer de cuello uterino) es una enfermedad de amplia distribucion a nivel mundial,
con elevados indices de morbilidad y mortalidad, su origen se relaciona principalmente con
la infeccion activa por VPH-AR (Virus del Papiloma Humano de alto riesgo), junto con la
intervencion de maltiples factores sociodemograficos. Por lo que es trascendental identificar
la presencia de este virus y sus factores de riesgo, los cuales son importantes para la etiologia

de la patologia.
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Diferentes estudios realizados en los Gltimos afios, en paises suramericanos, corroboran la
existencia de altas tasas de prevalencia de infeccion por VPH dentro de su poblacion
indigena. Respecto a Colombia, pocos estudios han sido desarrollados sobre la circulacion y
comportamiento del VPH dentro de este grupo poblacional (indigena), en departamentos
como Tolima, Cundinamarca y Narifio, los que han sugerido, la presencia de una mayor

susceptibilidad de infeccion y coinfeccidn con este tipo de virus.

Por lo anterior, en este trabajo se realizo la tipificacion de 11 tipos de VPH-AR (-16,-18,-31,-
33,-35,-39,-45,-51,-52,-56-,58), en 644 muestras cervicales de mujeres indigenas
provenientes de la region del Amazonas (Leticia y Puerto narifio) y los Andes (Bucaramanga,
Chaparral, Girardot, Guaduas e Ipiales) colombianos. A través de la técnica molecular de
PCR convencional normalizada por la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia
(FIDIC), con la finalidad de verificar la calidad del ADN de las muestras (B-globina),
clasificarlas a nivel de género (Papillomavirus), por medio de pares de cebadores (GP5+ y
GP6+;MY09 y MY011; PU 1M/2R) dirigidos hacia la region de los genes virales L1 y E6-
E7, para la posterior deteccion tipo-especifica de los 11 tipos virales mencionados

previamente.

De los resultados obtenidos, nivel general se encontré que la prevalencia de infeccion con
VPH fue de 47,7 por cada 100 mujeres participantes del estudio, con frecuencias tipo
especificas por VPH-16 -39 -31 para la region de los Andes y de VPH-16 -31-52 para la
region del Amazonas; en cuanto a la prevalencia de infeccion con méas de un tipo viral en

simultaneo, se encontro que por cada 100 mujeres infectadas con VPH 85,6 presentaba este
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tipo de coinfeccion, resultado que fue significativamente mayor a lo esperado, lo que sugiere
que este grupo poblacional presentan factores que propician un mayor riesgo de infeccion
simultanea con VPH, entre los que se destaca el estado civil y el método de planificacion
para la region del Amazonas mientras que para los Andes, factores como el nivel de educativo

y econdémico se vieron menos asociados a la adquisicion de infecciones virales.

PALABRAS CLAVES: VPH, Cancer de cérvix, diagndstico, citologia.
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1 INTRODUCCION

El cancer de cuello uterino (CCU) se encuentra en tercer lugar dentro de los diez tipos de
cancer con mayor incidencia a nivel mundial®, presentando en el afio 2018 una incidencia de
569.847 casos y una mortalidad de 311.365 en mujeres de todas las edades, con un alto

impacto en paises en via de desarrollo® 2,

Los Virus del Papiloma Humano (VPH) de alto riesgo VPH-AR) se consideran el principal
factor en el desarrollo de CCU 3, su transmision se da por via sexual, por lo que se estima
que entre el 60 al 75% de la poblacién mundial sexualmente activa, esta infectada por algln
tipo de VPH*. Segln la sociedad de cancer americana, dentro de los factores de riesgo que
aumentan la probabilidad de desarrollar este tipo de cancer se encuentra: la situacién
econdmica relacionada con bajos ingresos que limita el acceso a los servicios de salud °, junto
con un bajo nivel escolar, una edad temprana en el inicio de relaciones sexuales, la
multipariedad, habitos como tener multiples compafieros sexuales y el tabaquismo

desempefian un rol importante en el desarrollo de CCU®.

Actualmente son desarrollados alrededor del mundo, mdltiples programas de tamizaje para
la deteccidn del VPH, al estar comprobado que esta enfermedad es prevenible, cuando se
cuenta con adecuados programas de promocion y prevencién enfocados hacia un diagnéstico

oportuno’.
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En Colombia el CCU, es el tercer cancer més prevalente, después del cancer de seno y de
tiroides segin GLOBOCANS, en el afio 2018 se presentaron 3.853 casos nuevos de CCU®,
con un total de 1.775 muertes en mujeres entre los 10 a 65 afios de edad, ocupando el segundo

lugar en mortalidad por cancer en Colombia, sequido del cancer de seno®.

Estudios previos, han demostrado que existe una elevada prevalencia de infeccion por VPH
en la poblacion indigena de diferentes paises suramericanos'*4, En Colombia, pocos
estudios se han enfocado en la circulacion de VPH en este grupo poblacional, entre los que
sobresale, el trabajo realizado por la Fundacién Instituto de Inmunologia de Colombia
(FIDIC)*>8 el cual fue llevado a cabo alrededor de 40.000 muestras cervicales de mujeres
procedentes de 16 departamentos del pais, a las que se les realizd tipificacion para diferentes
tipos de VPH-AR y un andlisis citolégico, muestras que sirvieron como base, para el
desarrollo del presente trabajo de investigacion, en el que se selecciond un grupo de mujeres
representes de la etnia indigena, procedentes de diferentes departamentos de la regién del
Amazonas y los Andes Colombianos, por ser este considerado un grupo vulnerable dentro
del marco juridico colombiano %%, segiin el Programa de las Naciones Unidas para el
Desarrollo: 2 “De las poblaciones en situacion de vulnerabilidad, tal vez los indigenas son
los que padecen més pobreza y miseria; violacion de sus territorios; mayor despojo de
tierras; pésimas condiciones de salud, desnutricion y enfermedades cronicas; muy baja
cobertura educativa; y ausencia de una alimentacion equilibrada y suficiente”’, ademas de
tener un conductas sexuales no seguras®*, y relacionarse con una elevada prevalencia de
infeccion con VPH? 2; razones por las cuales se les realizo a cada una de las muestra, la

tipificacion para once tipos de VPH-AR, un analisis citologico, ademéas de estudiar su
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asociacion, entre la infeccion y coinfeccion con los once tipos diferentes de VPH-AR vy su
region de procedencia, caracteristicas sociodemograficas y factores de riesgo en el desarrollo
de CCU. Con el fin de brindar un servicio de gran impacto médico en este grupo poblacional,
por medio del acceso voluntario a la prueba de tipificacion de ADN (Acido
desoxirribonucleico) de VPH, normalizado por la FIDIC®; examen altamente especifico y
sensible, no provisto al momento de la realizacion de este estudio dentro del Programa
Nacional para el Control y Deteccion Precoz de Cancer de Cuello Uterino?, por su elevado
costo; cuyos resultados que deben ser tenidos en cuenta en el desarrollo de futuras vacunas,
en las que se incluyan aquellos tipos de VPH con alta prevalencia en la poblacién
colombiana, sirviendo como base en el desarrollo de futuros estudios y para implementacién
de un diagnostico con técnicas mas modernas, especificas y sensibles, en la deteccion de
VPH?, previniendo y disminuyendo de esta forma la incidencia y mortalidad por CCU del

pais’.
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2 ANTECEDENTES

La investigacion realizada por Picconi?’ (2002) titulada, “Virus del papiloma humano en
mujeres Quechuas jujefias con alta frecuencia de cancer de cuello uterino tipos virales y
variantes 16”, muestra la importancia de un diagnostico oportuno del VPH en la prevencion
de CCU, en este estudio se evalud una poblacién de 271 mujeres Quechuas, provenientes de
regiones Puna y Quebrada Humahuaca de Jujuy zona rural de Argentina. De las cuales 110
obtuvieron una citologia normal, 99 presentaban LSIL (Lesion intraepitelial escamosa de
bajo grado), 40 con HSIL (Lesion intraepitelial escamosa de alto grado) y 22 de las muestras
desarrollaban CCU. En este estudio se evaluaron los tipos: 6, 11, 70, 16, 18, 31, 33 y 45,
donde se obtuvo como resultado una alta prevalencia del VPH 16 en dichas mujeres,
presentandose en un 55% de las muestras positivas. El percentil de la poblacidn estudiada se
encontraba entre los 14 a los 65 afios de edad, donde el 85% de las mujeres evaluadas
asistieron por primera vez a una citologia, y desconocian las consecuencias de la infeccion

por VPH, lo cual hace de esta una poblacion susceptible para desarrollar CCU.

Otro de los estudios que respaldan la importancia de la infeccion por VPH-HR en el
desarrollo de cancer de cuello uterino fue realizado en mujeres indigenas de Perti (2004) %,en
el que se estudiaron 18 distritos rurales en regiones costeras, montafiosas y selvaticas de Peru.
En este se evaluaron 754 pacientes provenientes de zonas rurales, con un promedio de edad
de 36 afios, quienes se clasificaron de acuerdo a su idioma, estado civil, nivel de educacion,
ocupacion, historia clinica y conductas sexuales. Como principal factor de riesgo dentro de
esta poblacion se identifico un alto numero de parejas sexuales al afio, conducta evidenciada

en el 64% de la poblacion; adicionalmente se identificaron otros factores de riesgo como el
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numero de embarazos (partos y abortos), ser mayor de 25 afios de edad, tener mas de una
pareja sexual, residencia rural, uso de métodos anticonceptivos hormonales y estar cursando

por una vaginitis.

Dentro de este estudio se analizaron un total de 715 citologias, donde el 4.9% de la poblacion
estudiada presentaba CCU, 4 presentaba HSIL y 15 con LSIL. Un 77% de la poblacion
reportd alguna clase de sintoma, sin la oportunidad de acceder al sistema de salud, en base a
los resultados anteriores se realiz0 la tipificacién de VPH en 576 muestras por medio de la
técnica de PCR, para los tipos 16, 6, 18, 11, obteniéndose como resultado una alta prevalencia

(30%) para el VPH 16 dentro de la poblacion estudiada.

Una de las investigaciones mas relevantes fue realizada por la universidad de Para (2010) °,
el cual tuvo como objetivo identificar en mujeres riberefias del municipio de Abaetetuba la
infeccion por VPH vy establecer su relacion con el CCU, a través de la evaluacion de 5
comunidades riberefias, analizando un total de 79 muestras de mujeres habitantes de zonas
rurales, pertenecientes al grupo etario de 18 a 80 afios de edad. IdentificAndose dentro de
estos, 16 tipos de VPH en los que se presentd un porcentaje de confeccién del 33.3%, con
una prevalencia del 55.5% para tipos de bajo riesgo y 11.1% para alto riesgo, destacandose
el tipo 58. Respecto al examen citologico el 56.96% de las muestras presentaba un frotis
inflamatorio, el 2.53% LSIL y el 1.39% HSIL las cuales fueron positivas para VPH; el
restante presentaba lesiones no neoplasicas. Dentro de los factores de riesgo encontrados en
las mujeres de esta zona se encontraron: altos indices de coinfeccion con distintos tipos de

VPH, la presencia de Gardnerella vaginalis y el poco acceso a los servicios de salud.
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En el mismo afio Kightlinger'!, realiz6 un analisis retrospectivo para la deteccion y
tratamiento de CCU, en un total de 2.250 mujeres entre los 20 a los 30 afios de edad
provenientes de Aldeas indigenas de Guyana, dentro de las cuales se detectd en 1.423
muestras el VPH. En el 0.8% de las muestras analizadas en el estudio se detectdé CCU,
presentandose en un 5.0% neoplasia intraepitelial grado 1 y 2. Las tasas de prevalencia del

VPH para los tipos 31, 16 y 18 fueron del 25%, 22% y 55% respectivamente.

El presente trabajo, tomo como linea de base para su desarrollo diferentes articulos indexados
y publicados por el grupo de investigacion de Biologia Molecular de la FIDIC, de los que
sobresale el trabajo titulado “Frequency of Human Papillomavirus Infection, Coinfection,
and Association with Different Risk Factors in Colombia” ¢, en donde se evaluaron un total
1.810 muestras cervicales procedentes de Leticia, Chaparral, Engativa, Girardot y Tumaco;
que dieron como resultado una frecuencia de 49,6% de infeccion por VPH, con predominio
para los tipos VPH-16 (36,1%), VPH-31 (18,6%) y VPH-18 (15,37%), ademas de analizar
diferentes factores de riesgo en la adquisicion de infeccion y coinfeccion por VPH, entre los

que se destaco la pertenecia étnica indigena.

En otro estudio® llevado a cabo por esta linea de investigacion evalud el comportamiento
diagnostico de los cebadores GP5+/GP6+ y MYQ09/11, implementados en la deteccion de
VPH, los resultados mostraron para GP5+/GP6+ una sensibilidad fue del 51%, mientras que
para MY09/11 fue del 72,2 %. Teniendo en cuenta la sensibilidad obtenida en los cebadores
anteriores dirigidos hacia L1, en el afio 2012 se evalGa el funcionamiento de un cebador

adicional denominado pU1M/2R dirigido hacia los genes E6-E7, del cual se obtiene un mejor
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rendimiento diagnostico, concluyendo que las mujeres positivas por este set de cebadores

pULM/2R, presentaron los hallazgos citoldgicos de peor prondstico.

En el afio 2013 se realiza un estudio en la poblacion indigena de Paraguay** en el cual se
evaluaron 181 muestras de mujeres indigenas de las etnias: Maka (n=40), Nivacle (n=23),
Sanapana (33), Enxet sur (51) y Toba-Qom (n=34). En el que se encontrd un porcentaje del
23.3% de mujeres indigenas positivas para la presencia del VPH, de los cuales el 16.6%
presentaba VPH de alto riesgo. Dentro de los factores sociodemograficos de esta poblacion
evaluados se encontrd: la edad, el nimero de embarazos, el nivel de escolaridad, el niUmero
de parejas sexuales, la edad de la primera relacion sexual y el uso de anticonceptivos,
identificando de esta manera los factores de riesgo a los que se encuentran expuestas las

mujeres indigenas de Paraguay.

En el afio 2017 en una poblacion de mujeres del norte de México® 3!, se establecié como
factor de riesgo fundamental para desarrollar CCU, la falta de acceso a los servicios de salud
que presentan las mujeres en zonas rurales, para evaluar esta poblacion se realiz6 un estudio
con 1.188 muestras de las cuales un 20% resultd positivas para infeccién por VPH, cuyos

tipos mas prevalentes fueron el 59, 52,16 y 56.

Los estudios expuestos anteriormente muestran la necesidad de estudiar a profundidad el

comportamiento del VPH dentro de la poblacion indigena de Colombia, ya que como se

observo en el estudio desarrollado por Camargo M. et al'®, ser de ascendencia indigena, es
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considerado un factor de riesgo en la adquisicién de VPH, lo que ha sido corroborado en

diferentes estudios realizados en sur América,.
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3 MARCO TEORICO

3.1 Cuello uterino

3.1.1 Anatomia del cuello uterino

El cuello uterino, se encuentra ubicado en la porcién inferior del Utero, caracterizado por ser
de forma redonda, cartilaginoso, con una tamafio aproximado de 2 cm de ancho por 4 cm de
profundidad, realizando funciones de comunicacion entre el Utero y la vagina, permitiendo

el paso de espermatozoides, flujo menstrual y del feto 32,

Desde el punto de vista anatémico este se divide cuatro fracciones, tal y como se evidencia

en la figura 1:

e Exocérvix: Parte del cuello uterino de facil visualizacion, recubierto por epitelio
escamoso, con multiples capas celulares®,

e Endocérvix: Forma el canal endocervical, encargado de la unién del orificio cervical
externo con la cavidad uterina, con una medida de 18 a 35 mm de longitud y un
revestimiento por la membrana mucosa, con tres tipos celulares diferentes
(Cilindricas secretoras, Cilindricas y Cilindricas de reserva) .

e Unidn escamoso-cilindrica: Es la union del epitelio escamoso estratificado con el
epitelio cilindrico simple, ubicado frente al orificio cervical externo®.

e Orificios cervicales: Orificio externo el cual comunica la vagina con el canal

endocervical y se suele localizar en el centro. En condiciones naturales es de aspecto
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puntiforme, y Orificio interno. Comunica el canal endocervical con el interior de la

cavidad uterina.

Ovary Endocervix

Ectocervix

/'/Endometrium
' /Myometrium

é

Internal orifice (os)

External orifice (os)

Figura 1. Anatomia del cuello uterino.®*

312 CCU

El CCU, es el segundo cancer con mayor mortalidad a nivel mundial, seguido por el cancer
de seno?, este se encuentra relacionado con la infeccion de células cervicales por VHP-AR
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 67, 68, 73 y 82) *%junto con diferentes factores
de riesgo como el inicio temprano de relaciones sexuales, pertenecer a un grupo racial o de
minoria étnica, aumento en la frecuencia del consumo de alcohol y cigarrillo, cuya

persistencia desencadena la progresion de lesiones precancerosas e invasivas®.

El 90% de los casos que presentan lesiones de bajo grado causadas por VPH son transitorias
y asintomaticas, siendo capaces de eliminar el virus por si mismas, sin la necesidad de
someterse a tratamiento, el 10% restante mantendra una infeccion persistente, con riesgo de
desarrollar posteriormente CCU®. Las lesiones de alto grado, son menos frecuentes y surgen

por la progresion de lesiones de bajo grado y por la infeccion persistente por VPH hasta el
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desarrollo del carcinoma invasor, tal y como se evidencia en la figura 2, lo que hace del CCU

una enfermedad relativamente facil de prevenir, ya que su tiempo de evolucion es de 10 a 20

afioscusrsando con diferentes etapas como se evidencia en la figura 2 .

Exposicion Infeccidn transitoria

" 8

Cuello uterino

Lesion precursora
normal

Infeccion productiva

Eliminacion Regresion

Normal (N1 CIN 2 (N3

Infeccion persistente

Lesion invasiva

Cancer

Figura 2. Historia natural de las anomalias del cuello uterino, en donde se evidencian

las diferentes etapas de progresion y regresion.®.

Es importante mencionar que esta es una de las pocas patologias cancerigenas prevenibles

mediante la vacunacion y un diagndstico oportuno a través de la citologia cérvico-vaginal,

ya que la deteccion temprana ha reducido en 80%-90% la incidencia y mortalidad por cancer

de cérvix 36
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3.1.3 Factores de riesgo en el desarrollo de cancer de cuello uterino

La organizacion mundial de la salud (OMS)*’, define como un factor de riesgo, a todo aquel
hecho, circunstancia o condicién que propicia que un individuo aumente su probabilidad de
adquirir una enfermedad o lesién, esto con el fin de informar y prevenir sobre

aquellas actividades o circunstancias que propician su desarrollo.

Se ha demostrado que el principal factor de riesgo en el desarrollo de CCU es la infeccion
persistente por (VPH), siendo esta por si sola, insuficiente para su desarrollo, por lo que se
ha llegado a relacionar con la actuacion en conjunto de otros factores riesgo, los cuales
son:®promiscuidad, tabaquismo, nimero de parejas sexuales, edad de inicio de vida sexual,
numero de gestaciones/abortos, uso de anticonceptivos hormonales, estado de
inmunosupresion, los antecedentes de infecciones de transmision sexual, falta o uso
inadecuado del preservativo, tener bajos recursos econdémicos, bajos niveles de educacion,
no asistir a controles médicos y toma de citologia vaginal. Factores que se consideran

determinantes, en el desarrollo de la enfermedad.38: 39

3.1.4 Algoritmo diagnostico

Colombia, inicio6 desde los afios sesenta actividades en el diagnéstico y prevencion del cancer
de cuello uterino, a través de la promocion de la citologia cervical (cuello uterino) anual,
como técnica de tamizacién primaria creando en los afios 90, el Programa Nacional para el
Control y Deteccion Precoz de Cancer de Cuello Uterino?, con la finalidad de incrementar
la cobertura de la citologia cervical dentro de la poblacion objeto, y mejorar la oportunidad
en el diagndstico; perdiendo su caracter vertical y centralizado, en el afio de 1993, a través

24



de la reforma del sistema de salud, pasando este conjunto de actividades a ser cargo de las
aseguradoras y sus redes de servicios, cuyo pilar se encuentra en la Resolucion 412 del 20004
en donde se establece como poblacion objeto del programa a mujeres entre los 25 a 69 afios
de edad, y en aquellas mujeres menores de 25 afios que hayan iniciado su vida sexual, se
recomienda realizar la tamizacion tres afios después de la primera relacion sexual, siendo
establecido para ambas poblaciones el esquema 1-1-3, lo que significa que si el resultado de
la primera citologia es normal, la proxima citologia se debe realizar cuando se cumpla un afio
de haberse realizado la primera citologia, si el resultado de la segunda citologia es normal
(dos citologias normales durante afios consecutivos), la proxima citologia debera realizarse

a los 3 afios de haberse realizado la segunda citologia®.

Actualmente, se cuenta un cobertura del 76% del programa, segun el protocolo de cancer de
mama Yy cuello uterino del Instituto Nacional de Salud de Colombia*, pero a pesar del
aumento progresivo en la cobertura de este, la mortalidad por CCU no se ha visto
disminuida**“3, lo cual se encuentra relacionado con diversos factores como: alteraciones en
la calidad de la toma de la muestra, lectura de la citologia y el tratamiento, ademéas del acceso
oportuno a la confirmacion diagndstica y no solo a la cobertura de la poblacion como lo

expone la OMS?.

En Colombia, la mayor causa de mortalidad por CCU, se encuentra relacionada con el
limitado seguimiento de los casos positivos identificados por medio de la citologia cervical,
sumado con la baja sensibilidad (42%-61%) de la misma**, , lo que dificulta el diagnostico

oportuno y certero en las pacientes analizadas. Actualmente se encuentra comprobado que la
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citologia cervical, es un recurso altamente especifico, de bajo costo pero poco sensible y
subjetivo para la deteccion de lesiones pre-malignas®, debilidad que puede ser superada con
la implementacion de alguno de los 4 test moleculares o pruebas de cribado automatizadas,
reproducibles y con elevada sensibilidad aprobadas por la FDA (del inglés: Food and Drug
Administration) basadas en técnicas como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
deteccion de la presencia del ARN mensajero de los oncogenes E6 y E7%, y que al
correlacionarse con los cambios morfologicos anormales en los queratinocitos del cuello
uterino, se convierten en indicadores de la iniciacion o presencia de la enfermedad*®; por lo
gue se hace necesario promover y masificar el acceso diagnostico a programas de tamizaje
de CCU que se encuentra cubierto dentro del plan obligatorio de salud (POS) (tabla 1), en
donde se incluyen técnicas altamente sensibles de biologia molecular como la PCR, la cual

complementa los estudios diagndsticos.*® 7.

Tabla 1 Examenes para la deteccion de cancer de cuello uterino 8.

Examenes para deteccion de cancer de cuello uterino

Estadio clinico Examen clinico general.
Intervenciones Colposcopia, Biopsia.
Métodos moleculares|  Tipificacion de VPH de alto riesgo.

3.1.5 Sistema de clasificacion de citologia vaginal - Bethesda

El sistema Bethesda, fue desarrollado en 1988 por un grupo de expertos en Citologia,
Histopatologia y Ginecologia del Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidos, con el

proposito informar los resultados de la citologia vaginal de una forma uniforme, flexible, y
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reproducible, con una interpretacion descriptiva de los hallazgos y empleo el término de

“citologia cervical” *°.

A nivel general el sistema de clasificacion vaginal Bethesda se reporta como:

¢ Negativo para Lesion Intraepitelial o Malignidad: cuando no existe ninguna anomalia

de las células epiteliales®.

e Anomalia en Células Epiteliales: cuando se identifica alteraciones celulares de
lesiones pre malignas o malignas en las células escamosas o0 en las células

glandulares*.

Las que se subdividen a su vez en dos categorias segun el tipo de lesion:

* Lesion Intraepitelial escamosa de bajo grado (LIEBG) que incluye infeccion por HPV y

NIC | (displasia leve) *°.

* Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto Grado (LIEAG) que incluye NIC II y NIC III

(displasia moderada, displasia severa y carcinoma in situ) °.

En esta también se introduce una categoria para las Células Escamosas Atipicas las cuales

son de significado indeterminado (ASC-US), en donde se refleja la dificultad para interpretar
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ciertos cambios celulares con precision y reproducibilidad para brindar un diagnostico

confiable y oportuno®.

La categoria carcinoma escamoso se define como un tumor maligno invasor que presenta

diferenciacion escamosa de las células. °

Respecto a las anormalidades en células glandulares, este sistema ha incorporado cambios en
el modo de informar, teniendo en cuenta que los hallazgos glandulares atipicos involucran el
posible desarrollo de actividad neoplasica maligna relacionada y deben ser clasificarse en

endocervical o endometrial®®. Reporte que se expone detalladamente en la Tabla 2.
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Tabla 2. Clasificacion Bethesda®®

ITEM

FORMA DE REPORTE

1.Tipo de espécimen

Convencional o liquido.

2.Valoracién de la
idoneidad de la
muestra

Satisfactorio: Frotis adecuado para diagndstico, con presencia de células endocervicales conservadas.

No satisfactorio: Frotis inadecuado para diagndstico, por datos incompletos, material celular escaso, fijacion
deficiente, presencia de abundantes glébulos rojos en la muestra, presencia de exudado inflamatorio,
ausencia de células endocervicales.

3.Categorias
generales

Negativa para lesion intraepitelial 0 malignidad: La muestra se encuentra dentro de los limites normales y
cambios celulares benignos.

Hallazgos no neoplésicos:
Variaciones celulares no neoplasicas: Metaplasia escamosa, cambios en los queratinocitos, atrofia y
cambios asociados al embarazo

+ Cambios celulares reactivos asociados a: inflamacion, cervicitis folicular, radiacién, dispositivo intrauterino.

+ Células glandulares en mujeres con histerectomia.

Organismos

Elementos micéticos morfolégicamente compatibles con Candida spp.
Trichomona vaginalis.

Cambio de flora vaginal sugestiva de vaginosis bacteriana.

Bacterias morfoldgicamente compatibles con Actinomyces spp.
Cambios celulares complatibles con Herpes Virus.

Cambios celulares complatibles con Citomegalovirus.

Otros

Se refiere alos hallazgos no neoplasicos como: Cambios asociados por presencia del dispositivo
intrauterino, presencia de células endometriales en toda mujer mayor de 40 afios.

Células escamosas atipicas: En esta categoria, se consideran los cambios celulares que pueden
relacionarse con varios factores etioldgicos, pero que no se logra determinar una causa definitiva.

Células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US): Sugerentes de una lesion de bajo
grado, comunmente relacionada con una infeccién por VPH.

Células escamosas atipicas que no excluyen una lesion intraepitelial escamosa de alto grado (ASC-H):
Sugerentes de una lesién de alto grado y de mayor relevancia clinica en comparacion con las ASC-US.

4.Anormalidades en
células epiteliales

Lesion intraepitelial escamosa: Comprende un espectro de anormalidades epiteliales no invasivas, que
tradicionalmente se han clasificado como condiloma plano, displasia, carcinoma in situ, y neoplasia
intraepitelial (NIC) las que se dividen en lesiones de bajo grado y de alto grado.

Lesion intraepitelial de bajo grado (LSIL): En este se agrupan las alteraciones celulares asociadas a la
infeccién por Virus Papiloma Humano (VPH), la displasia leve/NIC 1.

Lesion intraepitelial de alto grado (HSIL): En esta se agrupan la displasia moderada/NIC 1, displasia
severa/NIC Il y el carcinoma in situ.

Carcinoma de células escamosas: Este se agrupan en: células glandulares, células glandulares atipicas
(que se clasifican a su vez en endocervicales, endometriales, glandulares), células glandulares con atipias a
favor de neoplasia, adenocarcinoma cervical in situ, adenocarcinoma (que se clasifica a su vez en
endocervical, endometrial, extrauterino sin especificar), otras neoplasias malignas
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3.2 Epidemiologia del cancer en el mundo, en Latinoamérica y en Colombia

Las enfermedades no transmisibles, son actualmente responsables de la mayoria de las
muertes a nivel mundial, por lo que se espera que el cancer se ubique como la principal causa
de mortalidad en el mundo, al ser la barrera mas importante en el aumento de la esperanza
de vida del siglo XXI. La OMS estima, que esta es la primera 0 segunda causa de muerte
antes de los 70 afios, en 91 de 172 paises, lo que lo convierte en un importante problema de
salud publica®. En Colombia segun informes preliminares del DANE el 20% de todas las
muertes ocurridas durante el 2018, fue por cancer, de las cuales el 5% correspondia a cancer

de cuello uterino®.

Los cinco tipos de cancer con mayor mortalidad durante el 2018 fueron en orden descendente,
en el mundo y Latinoamérica: el cancer de seno, pulmon, cuello uterino, estbmago y colén.
Frente a Colombia, el orden del cancer de estdmago se invierte al ocupar el tercer lugar y por
el de cuello uterino que ocupa el cuarto respeto al orden del mundo y Latinoamérica. Entre
los casos con mayor incidencia durante el 2018, se encuentra el cancer de seno, en el mundo,
en Latinoamérica y Colombia, seguido del cancer de cuello uterino el cual se encuentra en
segundo puesto en Latinoamérica y Colombia, y en tercer lugar a nivel mundial. Es
importante recalcar que la incidencia de CCU més alta se encuentra en Latinoamérica seguida

de Colombia y el mundo 54,

Lo que se evidencia con las mas de 5 millones de personas adquieren el VPH cada afio, donde
aproximadamente el 74% de los casos ocurre entre los 15 y los 24 afios de edad; siendo

considerado un agente de importancia en salud publica, debido a que presenta infecciones en
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numerosas especies y es el responsable de producir diferentes enfermedades en humanos,

entre ellas, la mas importante el CCU .

3.3 Generalidades del Virus del Papiloma Humano
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Los Virus del Papiloma Humano (VPH), son un grupo de virus pertenecientes a la familia
Papillomaviridae, con ADN circular de doble cadena y un tamafio de 7.500 a 8.000 pb que
se codifican de 8 a 9 marcos de lectura abierta®, encargados de la expresion de caracteristicas
biolégicas propias del virus® a través de la traduccion de proteinas. Esta familia de virus
presenta un tamafio aproximado de 50 a 55 nm, con capside icosaedrica sin envoltura, (figura

3) y afinidad por el tejido epitelial®® °8,

Figura 3. Fotografia de microscopia crioelectronica de un virién de VPH.

Reconstruido por medios informaticos a partir de imagenes por microscopia crioelectronica
y de la proteina L1 cristalizada®.
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3.3.1 Genoma del VPH

El genoma del VPH, se encuentra conformado por cuatro regiones, dos de las cuales se
encuentran compuestas por dos tipos de genes divididos en aquellos que son codificados en
las etapas tempranas de la infeccion, conocidos como genes E (E1, E2, E4, E5, E6y E7) (del
inglés Early) (figura4) encargados de dar origen a las proteinas que controlan la replicacion
y regulacion viral, asi como de su capacidad carcinogenica, por otro lado se encuentran
aquellos que son codificados durante las etapas tardias del ciclo de replicacién conocidos
como L (del inglés Late) que dan origen a las proteinas estructurales L1 y L2,(figura4) tal y
como se muestra en la figura 4, las cuales conforman la capside viral, con una equivalencia
del 95% y 5% respectivamente, y una region reguladora no codificante de aproximadamente
1 kb, la cual se denomina region larga de control (LCR, Long control region o URR) que
contiene elementos de respuesta para factores de transcripcién celulares, tales como AP1,
SP1, Octl, asi como para las proteinas virales E1 y E2, que controlan la replicacion y la
expresion del genoma viral y una region pequefia, altamente variable y no codificante (NCR)

entre los genes L5y E2 0,

P P Ori P1 P3 Poli A (E) Poli A (L)

. r 1 I
T ()

Figura 4. Genoma del Virus del Papiloma Humano. En esta se exponen los P:
potenciadores, promotores P1 Y P3, Poli A: sitios de poliadenilacion LCR regién
control).
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3.3.2 Proteinas del VPH y sus funciones asociadas

El Virus del Papiloma Humano se encuentra compuesto por ocho genes de expresion

temprana o early (E1-E8), que se traducen en proteinas implicadas en la regulacion y

replicacion viral, dos genes de expresion tardia (L1, L2), encargados de la codificacion de

las proteinas de ensamblaje de la cubierta viral o cdpside y la region de control (LCR),

encargada de controlar la expresion de los genes tempranos E6 y E7, ®% ®2cuyas funciones se

encuentra resumidas en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de las proteinas estructurales y no estructurales del VPH

Tipo de proteina

Nombre

Funciones asociadas

NO ESTRUCTURALES

El

La proteina E1 contiene una sefial de localizacion nuclear y se ha propuesto que el
mantenimiento del episoma viral en queratinocitos no diferenciados es una funcién de una
region conservada de E1; esta es una proteina de 68 kDa con ATPasa y helicasa con
actividades 3'-5.

Las secuencias de reconocimiento de E1 en los origenes de VPH es ligado a los sitios de

union al ADN de E2 y estas Ultimas para cargar E1 en el origen y facilitan la unién de mayor

afinidad iniciando asf la replicacién y transcripcion de ADN. E1 interactia con las proteinas
quinasas activadas por mitdgenos y los reguladores del ciclo celular ciclina E y A.

E2

E2 es una proteina de 50 KDa, que desempefia un papel importante en la regulacion
transcripcional de los genes tempranos, la replicacién de ADN y las funciones del

E4-E5

Las proteinas E4-E5 se expresan temprano pero funcionan para modular la fase tardia del
VPH.
Después de la diferenciacion epitelial E4 se convierte en el gen viral mas altamente
expresado debido a la utilizacién del promotor gen tardio.
Las funciones de la proteina E4-E1 Incluyen la detencién G2/M mediada por E4 a través de la
union a ciclina.
La proteina E5 estéa relacionada con la activacion del (EGFR).

E6-E7

E6 forma un complejo timeroco con P53 y ubiquitina ligasa dando como resultado la
ubiquinilacion de P53, la degradacion de la proteina 265 y la reduccion de la vida media de
P53.

Cuando se sobre expresa E6-E7 interrumpe la funcion de Rb y P53 que conduce al desarrollo
de un fenotipo maligno permitiendo a las células un crecimiento significativo.

Conducen la transcripcién activa del VPH, proliferacién celular, inestabilidad genémica.

ESTRUCTURALES

L1

Proteina principal de la capside
Reconoce receptores sobre la célula hospedadora
Es altamente inmunogénica e induce anticuerpos neutralizantes.

L2

Proteina secundaria de la capside. Participa a la unién del virién a la célula, en su entrada a la
célula y su transporte al niicleo, la liberacion del genoma y el ensamble de los viriones.

En la que se exponen funciones de regulacion, replicacion viral, proteinas de ensamblaje de
la capside y la region de control (LCR)®!
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Proteinas estructurales

L1, es la principal proteina de la cépside y participa en la entrada del virus a la célula
hospedera®, ademas de ser considerada una de las regiones mas conservadas del VPH, ideal
para el diagnostico molecular *8. L2, es la proteina secundaria en la conformacion de la
capside, participante en el proceso de encapsulacion®, union al virion, entrada a la célula 'y

transporte al nticleo®®.

Proteinas no estructurales

E1, participa en la replicacion del ADN viral por medio de su funcion de helicasa®; E2, se
encuentra implicada en la replicacion y transcripcion del ADN viral actuando como un
represor de la transcripcion de las oncoproteinas E6 y E7 %8 €3, dentro de su marco de lectura
también se encuentra una secuencia de 260pb que codifica para la proteina E4 3, con
funciones asociadas en la regulacion de la expresion de los genes tardios L1 y L2, que
controlan la maduracion viral y la salida de los viriones®, por medio de la afectacion de la
estabilidad de las células epiteliales®.E5, se encarga de regular la actividad de los receptores
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), y el factor de crecimiento derivado de

plaquetas (PDGFR), papel importante en la proliferacion celular 56 63,

35



Proteinas oncogénicas: E6 y E7

La transfeccion de los genes E6 y E7 en los queratinocitos basales es necesaria para la
inmortalizacion de los queratinocitos evitando su diferenciacion en células basales. La
proteina E6 tiene como funcién la union y degradacion de p53, afectando la habilidad de
inducir las células en apoptosis e interrumpir el ciclo celular; la proteina E7 tiene como
funcién la unidn a la proteina supresora de tumores retinoblastoma Rb esenciales en el control

del ciclo celular®

3.3.3 Taxonomia del Virus del Papiloma Humano

Se han identificado aproximadamente 16 géneros de Papillomavirus (Figura 5), con tropismo
hacia el epitelio de diferentes especies, dentro de los que se destacan los Alphaplomavirus,
Betapapilomavirus y Gammapapilomavirus®™ ¢ por ser infectantes exclusivamente del

epitelio humano, con mas de 100 tipos diferentes®®

Papillomavirus

'\"”_‘/,,\W'\ -Papillomavirus

i l-cPV \/
m-Papillomavirus (& // V L ¥ o-Papillomavirus
r-Papi lomavuus &Papillomavirus

6-Papillomav "" A-Papillomavirus

u Papullomavuus v Pap|llomavirus
vPapillomavirus

Figura 5. Taxonomia de los Papillomavirus®’
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La clasificacion del VPH, se basa en la conservacion u homologia del genoma presente en el
gen L1. La diferencia entre un tipo u otro, es designada por numeros, segun el orden
cronoldgico de su descubrimiento, y se da cuando entre estos, hay una homologia del 71% al
89%); respecto a los subtipos y variables, su homologia debe ser del 90% al 95% y 95% al

98% respectivamente %(Tabla 4).

Tabla 4 Porcentaje de similitud de la clasificacion de los Papillomavirus

Especie Tipos Sub-Tipos Variante

60%-70% 71%-89% 90%-95% 95%-98%

En la que expone el porcentaje de similitud de los nucleotidos de las regiones codificadas por
las proteinas E6, E7 y L1, del VPH, para su clasificacion®®.

Los géneros del Papillomavirus con importancia clinica en la especie humana, se clasifican
segun su tropismo en mucosos y cutaneos, 10s mucosos se asocian con lesiones benignas y
se denominan como tipos de bajo riesgo (VPH-BR), causadas principalmente por 6 y 11,
expresados en condilomas, mientras que los tipos asociados a lesiones malignas son
conocidos como tipos de alto riesgo (VPH-AR) causados principalmente por los tipos 16, 18,
30, 31, 33, 35, 45, 51 y 52, entre los que se destacan 16 y 18 por su potencial oncogénico

(Tabla 5).
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Tabla 5 Clasificacion de los Papillomavirus, con tropismo por la especie humana

66, 68

Implicacion

Género Especie Tipos 2ion
1 HPV-32.42 Lesiones benignas mucosas
> HPV-10,3,28,29,78.94 Lesiones de bajo grado
cutaneas
3 HPV-61,72.81.83.84, Lesiones de bajo grado
mucosas
4 HPV-2,27,57 Verrugas comunes de piel
5 HPV-26,51,69,82 Lesiones de alto grado mucosas
6 HPV-53,30,56,66 Lesiones de alto grado mucosas
7 HPV-18,39,45,59,68,70 | Lesiones de alto grado mucosas
a-papilomavirus
8 HPV-7.40,43 Lesiones de alt,o grado mucosa-
cutaneas
9 HPV- Lesiones de alto grado mucosa-
16,31,33,35,52,58,67 malignas
10 HPV-6,11,13,44,74 Lesmqes mucos'as de bajo
riesgo benignas
11 HPV-34 Lesiones de alto grado mucosas
13 HPV-54 Lesiones mucosas de bajo
riesgo
14 HPV-c90 Lesiones mucosas de bajo
riesgo
15 HPV-5 Lesiones mucosas de bajo
riesgo
HPV-
B-papilomavirus 1 5,8,1214,19,20,21,25,36, Lesiones benignas cutaneas
47,93
2 HPV- Lesiones cutaneas
9,15,17,22,23,37,39,80
y-papilomavirus 3 HPV-49,75,76 Lesiones cutaneas benignas
4 HPV-c92,d92 Lesiones cutaneas premalignas
5 HPV-c96, d96 Lesiones cutaneas premalignas

En la que se describe el género, especie, tipo y clasificacion de la lesion que causa®®: 8,
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3.3.4 Ciclo de replicacion del VPH

El ciclo de vida del VPH esté ligado a la diferenciacion del epitelio infectado, el transporte
nuclear del genoma viral depende de una variedad de procesos que incluyen la union a los
receptores celulares, fusion o penetracion a través de la membrana plasmatica o endosomal,
transporte endosomal, interaccion con el citoesqueleto celular, eventos de desensamblaje

viral y por ultimo proliferacion celular.

El ADN viral se mantendra en un bajo nimero de copias en los ndcleos de las células
infectadas, las células y los virus seran desplazados hacia la superficie del epitelio a medida
que van ocurriendo los procesos de diferenciacion, siendo replicado en un alto nimero de
copias en las células terminales diferenciadas. Los genes tardios (L1, L2) son expresados, y
la progenie del virus se produce, teniendo en cuenta que los VPH son virus no liticos, la
progenie del virus se elimina al medio ambiente como una carga dentro de células epiteliales

escamosas (Figura 6).
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Figura 6 Ciclo de replicacion del Virus de Papiloma Humano.®

Las etapas iniciales de la infeccidn viral requieren de la unién a receptores celulares, esto
tiene lugar en la capa basal de las células la cual se da por medio de un micro trauma generado
en la zona de transformacion celular, la capa basal es constituida por células epiteliales
que se dividen activamente; una vez expuestas las células blanco de procesos de infeccién y
transformacion viral, hay dos posibles maneras de anclaje a la membrana basal celular, una
consta de estructuras de HSPG (Del inglés: Heparan Sulfate Proteoglycan) y la otra por la
internalizacion de viriones la cuél ocurre por endocitosis a través de vesiculas recubiertas de

clatrina o caveolina 70,

El transporte de la particula viral a través del endosoma se da por la actividad de las proteinas
Rab5 y Rab7 dependientes de GTPasa; Rab5 es la encargada de transportar y fusionar el

40



caveosoma con el endosoma temprano por otro lados Rab7 fusiona el endosoma tardio con

el lisosoma, de manera que la particula del virus puede atravesar el citoplasma celular® °,

A medida que el endosoma temprano madura, ocurre una acidificacion interna, en el pH
acido se rompen los puentes disulfuro de las proteinas L1 de la cépside viral, lo cual deja
expuesto el ADN viral y a la proteina L2 en el medio, esta proteina tiene un péptido que
desestabiliza la membrana endosomal y a medida que el pH se acidifica, esta se encarga de
extraer el ADN viral y dirigirlo hacia los receptores de importacion nuclear para realizar el

transporte del genoma viral al ndcleo celular® %,

El transporte dentro y fuera del nucleo acurre a través de complejos de poro nuclear,
compuestos por karioferina alfa la cual funciona como un receptor de la sefial de localizacion
nuclear y subunidad beta que media el acoplamiento hacia el poro nuclear. Durante la
importacion Ran-GTP se induce el acoplamiento de las importinas para permitir la entrada
de sustratos que luego se dirigen a los dominios nucleares, donde comienza la replicacion del
ADN viral; una vez entra al nucleo, el genoma viral utiliza la maquinaria celular para su
replicacion, sintesis y expresion de las proteinas tempranas (E1-E7) y tardias (L1-L2) 72,
Un aspecto importante en el ciclo de VPH es el establecimiento a largo plazo de la infeccion
viral en el epitelio escamoso, donde las ceélulas estan sometidas constantemente a la

diferenciacion y estas son desprendidas®® ¢°.
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3.4 Poblacién indigena de Colombia

Se estima que el 5% de la poblacion mundial actual, se encuentra compuesta por poblacional
indigena, los cuales se dividen a su vez en 5000 grupos étnicos diferentes, en alrededor de
90 paises’®. Respecto a poblacion indigena del continente americano esta se encuentra en un

8,3% aproximadamente’.,

El DANE (Departamento Administrativo Nacional de Estadistica) calculo en el afio 2005,
que el 3,43% de la poblacion colombiana pertenece al grupo étnico indigena, equivalente a
1.392.623 habitantes, distribuidos en el 29,8% del territorio nacional (34 millones de
hectéreas), a lo largo de 27 departamentos y 228 municipios del pais’®, con cerca de 106

pueblos indigenas, pertenecientes a 710 resguardos titulados °.

Dentro de las regiones mas representativas de la poblacién indigena de colombiana, se
encuentra la region de Andes la cual se encuentra conformada por los departamentos de
Antioquia, Boyaca, Caldas, Caqueta, Cauca, Cesar, Choco, Cundinamarca, Huila, Narifio,
Norte de Santander, Putumayo, Quindio, Risaralda, Santander, Tolima y Valle del cauca, en
donde la mayor proporcion por sus habitantes pertenece al grupo étnico indigenas (43,9%)
pero presenta la menor diversidad étnica delos minos (14,4%), frente a la poblacion del
indigena de la region del Amazonas que se encuentra constituida con la mayor diversidad en
grupos étnicos(53,3%) y menor poblacion indigena (12,6%) del pais, la cual se encuentra
conformada a su vez por los departamentos de Amazonas, Caqueta, Guainia, Guaviare, Meta,

Putumayo, Vaupés y Vichada; manteniendo desde el Siglo XIX estas dos regiones una
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estrecha interrelacion, al descender poblamiento de la region del Amazonas desde de la

region de los Andes’’.

3.4.1 Caracteristicas demogréficas de la poblacion indigena colombiana

Los pueblos indigenas, presentan una composicion diferente en la caracteristica de sexo
predominante respecto al resto de la poblacién colombiana, el cual es dado por el indice de
masculinidad, con predominio de 102 hombres por cada 100 mujeres indigenas’®. En relacion
con la caracteristica etaria, este grupo poblacional es relativamente joven, presentando un
poblacion de 40% de habitantes en edades menores a los 15 afios, que se divide en mayor
proporcion, en el grupo etario de 0 a 9 afios (28%)’8. Respecto al indice de envejecimiento,
este corresponde a 13, es decir que por cada 100 indigenas menores de 15 afios hay 13
personas entre 65 0 mas afios’®, lo que se resume en un grafico de tipo piramidal progresivo

(Figura 7) "®0 en una poblacion con tasas altas de natalidad y de mortalidad?®.

Poblaciéon indigena
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B Mujeres
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43



Figura 7. Tipificacion por sexo y por edad de la poblacion indigena de Colombia.
Fuente DANE, 200578,

La tasa de fecundidad de esta poblacién es de 62 nifios por cada 100 mujeres indigenas en
edad fértil, lo que se traduce en una Tasa de Fecundidad Global (TFG) de 3,85 hijos por cada
mujer indigena. En cuanto a la tasa de dependencia (personas menores de 15 afios y mayores

de 65 afios), esta es de 81 por cada por cada 100 habitantes’®,

4 OBJETIVOS

4.1 General

Calcular la prevalencia genérica y tipo especifica de 11 tipos del Virus de Papiloma Humano
de alto riesgo en un grupo de mujeres indigenas de la region del Amazonas y los Andes

colombianos.

4.2 Especificos
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e Describir las caracteristicas sociodemograficas de la poblacion participante del
estudio.

e Evaluar la asociacién entre los factores de riesgo y la infeccion con VPH.

5 DISENO METODOLOGICO

5.1 Tipo de investigacion

Se realiz6 un estudio descriptivo de corte transversal, con el fin de determinar la prevalencia
de la infeccién y coinfeccion del VPH en mujeres indigenas pertenecientes a la region del

Amazonas y los Andes Colombianos.

5.2 Universo

Mujeres indigenas de Colombia.

5.3 Poblacion
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Mujeres indigenas residentes de la region del Amazonas y los Andes Colombianos.

5.4 Muestra

Muestreo no probabilistico por conveniencia dentro de una poblacién de 644 mujeres que
asisten a programas de promocion y prevencion de CCU y que accedieron a participar
voluntariamente dentro del estudio llevado a cabo desde el afio 2007 al 2014, en las ciudades
de Leticia-E.S.E. Hospital San Rafael de Leticia, Puerto Narifio-Hospital-Local de Puerto
Narifio (Regién del Amazonas colombiano), Bucaramanga-Hospital de Universitario de
Santander, Chaparral-E.S.E. Hospital San Juan Bautista, Girardot-E.S.E. Hospital de
Girardot, Guaduas- E.S.E Hospital San José e Ipiales-E.SE. Hospital Civil de Ipiales (Region

de los Andes).

5.4.1 Criterios de inclusion

Todas las mujeres que hayan iniciado su vida sexual, que participen en los programas de
promocion y prevencion ofertados en los Hospitales de Puerto Narifio y San Rafael de Leticia
para la region del Amazonas y del Hospital Universitario de Santander, Hospital San José de
Ipiales, Hospital de Girardot y del Hospital Civil de Ipiales para la region de los Andes, que
se auto-reconocieron como indigenas y cumplieron con la documentacion requerida,
compuesta por: Fotocopia del documento de identidad, firma del permiso de participacién
por parte del tutor (familiar en primer o segundo grado de consanguinidad) en caso de ser
menor de edad, firma del consentimiento informado, ademas del diligenciamiento de un

cuestionario sociodemografico.
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5.4.2 Criterios de exclusion

Mujeres que no cumplian con los criterios de inclusion, que no hayan iniciado vida sexual,
que se encuentren en estado de embarazo, durante el periodo menstrual, que hayan tenido
relaciones sexuales tres dias antes de la toma de la citologia o se hayan aplicado productos

que interfieran con el resultado del examen como 6vulos, duchas o cremas vaginales

5.5 Verificacion étnica

Se verifico la pertenencia étnica a través de contacto telefénico con cada una de las mujeres
incluidas en el estudio, para asi establecer el pueblo indigena o resguardo de pertenencia.
Con las mujeres que no fue posible establecer comunicacion telefénica (nimero equivocado
o fuera de servicio) se tomé como referencia el lugar de nacimiento registrado en la historia
clinica, y se compar6 con el Sistema de Informacion de Grupos Etnicos del Departamento
Administrativo Nacional de Planeacion de Colombia (DANE), junto con el censo de
resguardos indigenas elaborado por el Ministerio del Interior de Colombia del afio 2015, para
poder definir el grupo indigena de cada mujer. El lugar de nacimiento, residencia y la
pertenencia indigena de las pacientes permitieron establecer el area geo-cultural de dominio

de cada mujer.

47



Para este estudio los pueblos indigenas con mayor nimero de participantes fueron para el
Amazonas (Yagua, Cocama, Tikuna) y los Andes (Yanacona, Patos, Nasa) colombianos.
Cuya delimitacion se considera elementos legales, ambientales, historicos, etnogréficos y

lingtiisticos.
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Figura 8. Mapa de Colombia, delimitado con los lugares de procedencia de las

mujeres indigenas participante del estudio.®® 8!,
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5.6 Consideraciones éticas y cuestionario sociodemografico

Las mujeres que accedieron a participar en el presente estudio, lo hicieron de forma
voluntaria, dejando constancia de esto por medio de la firma del consentimiento informado,
(Anexo 3) ademas de diligenciar posteriormente un cuestionario sociodemogréafico, donde se
les pregunté acerca de sus caracteristicas sociodemogréaficas (edad, ingresos mensuales,
familiares con quien convive, escolaridad, estado civil), comportamiento sexual (edad de
inicio de vida sexual, nimero de parejas sexuales, método de planificacion) y de otros
factores de riesgo que se asocian con el desarrollo de CCU (historia de infecciones de
transmision sexual), los cuales fueron aprobados por el comité de ética de cada institucién
hospitalaria participante del estudio, y por el comité de ética de la FIDIC, en el caso de las
mujeres menores de 18 afios, que deseaban participar dentro de este estudio, la firma del
consentimiento informado fue dada por su tutor (familiar con hasta segundo grado de

consanguinidad).

50



6 PROCEDIMIENTOS

6.1 Tomay conservacion de las muestras

Previo a la toma de las dos muestras cervicales se le informa a cada mujer participante del
estudio el procedimiento a realizar a cargo de la enfermera jefe, en el que se le solicito que
se ubicara en la camilla ginecoldgica para el posterior inserto del especulo en la vagina con
el fin de abrir la cavidad vaginal y observar el fondo del cuello del uterino, para con una
espatula y un citocepillo realizar un raspado tanto en el parte interior como externa de este.
Con la primera muestra de origen cervical, se realiz6 la lectura de la citologia a cargo del
citohistotecnologo del hospital, donde asisti6 la mujer la mujer participante del estudio,
clasificando los hallazgos citoldgicos encontrados segun el sistema Bethesda. La segunda
muestra, se almaceno en etanol al 95% a -20 °C hasta su procesamiento a cargo del grupo de

biologia molecular de la FIDIC, por medio de la técnica molecular de PCR convencional
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Figura 9. Algoritmo de la toma y conservacion de las muestras

6.2 Extraccion de ADN

El aislamiento del ADN, se realiz6 mediante el kit comercial Quick Extract Solution de la
casa comercial Epicentre, a partir de las muestras de epitelio cervical conservadas en etanol,

en base a las instrucciones del fabricante®? las cuales se listan a continuacion:

1. Descongelar una de las balas de 1.5 mL por cada paciente.

2. Centrifugar las balas a 12000 rpm durante 10 minutos.
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3. Descartar el sobrenadante con una pipeta de un mililitro , sin alterar el pellet.

4. Adicionar 200uL a 250 pL de PBS 1X filtrado, segun la cantidad del pellet.

5. Resuspender el pellet totalmente por medio de la agitacion con vortex.

6. Centrifugar nuevamente las balas a 12000 rpm durante 10 minutos.

7. Descartar el sobrenadante con una pipeta de 200uL , sin alterar el pellet.

8. Adicionar 200uL de Quick Extract Solution 1.0 en cada bala.

9. Resuspender el contenido celular por la técnica de pipeteo.

10. Incubar la bala al bafio maria a 65 grados Celsius durante 6 minutos

11. Mezclar en vortex hasta que se resuspendan las células, con la finalidad de
favorecer la lisis celular.

12. Incubar durante un minuto en bafio seroldgico seco a 95 grados Celsius, para
desactivar de esta forma la proteinasa.

13. Centrifugar las muestras a 12000 rpm durante 10 minutos.

14. Envasar la solucién en balas de PCR de 200uL, debidamente etiquetadas y

marcadas en la tapa con el consecutivo correspondiente.

6.3 PCR para determinar la calidad del ADN y deteccién del VPH

Actualmente se encuentran aprobadas 4 pruebas para la identificacion y tipificacion del VPH
por la FDA, las que varian entre si, por caracteristicas propias de sensibilidad, especificidad
y complejidad de cada una, la mayoria basada en la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa de punto final (PCR)*, por ser esta altamente sensible, sencilla, especifica y

economica®®, cuyas limitaciones se encuentran principalmente en la seleccion del kit
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(primers) y los equipos adecuados asi como la estandarizacion de pardmetros como

temperatura y tiempo.

Una vez extraidas las muestras se sometieron a PCR convencional con el fin de determinar
la presencia de VPH. Para determinar la calidad del ADN se amplifico un fragmento del gen
B-globina utilizando los cebadores PC 03/PC 04 con un producto amplificado de 268pb,
posteriormente las muestras con resultados positivos para el gen B-globina fueron sometidas
a PCR convencional para determinar la presencia de VPH de bajo riesgo con el par de
cebadores GP5+/GP6+ con un producto amplificado de 150 pb, finalmente con el fin de
determinar la presencia de VVPH de alto riesgo se utilizaron dos tipos de cebadores, el primer
par de cebadores fue MY 09/MY 11 con un producto amplificado de 450 pb Pu-1M/Pu-2R

y Pu-1M/Pu-2R con producto amplificado de aproximadamente 268 pb.

Tabla 6. Secuencia de los cebadores de B-globina, GP5+/GP6+, MY09/MYO01 y PU
1M/2R, Del laboratorio Macrogen.®

Pares de L, . Tamairio del -
Deteccion Secuencia Gen que codifica
cebadores fragmento
, PC03: ACACAACTGTGTTCACTAGC
B-globina Ca'f;ﬁl del 268pb B-globina
PCO04: CAACTTCATCCACGTTCACC
Pares de | Presencia de GP5+: TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC L1
cebadores VPH de bajo 150
GP5+/GP6+ riesgo GP6+: GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC L1
Paresde | Presencia de MY09: CGTCCMAARRGGAWACTGATC L1
cebadores VPH de alto 450
MYO9/MY11 iesqo MY11: GCMCAGGGWCATAAYAATGG L1
Paresde | Presencia de pU-1M: TGTCAAAAACCGTTGTGTCC E6/E7
cebadores Pu{ VPH de alto 228-268pb
IM/PU-2R riesgo pU-2R: GAGCTGTCGCTTAATTGCTC E6/E7
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Cada PCR convencional fue realizada de manera independiente, ajustandosele segun el caso
condiciones de concentracion y temperatura, como se muestran en la tabla 7 y 8,

especificamente para el gen de p.globina.

Tabla 7. Condiciones de amplificacion de los reactivos de la técnica PCR para la
identificacion del gen B-Globina

Ensayo Reactivo Cont?e.nt.rauon Conceﬁtramon Volumen final
inicial final
Agua - - 5,281 pl
Buffer 5x 1x 1,25 pl
MgCl2 25mM 2,5 Mm 1,25 pl
dNTPs 100 mM 0,25 Mm 0,031 pl
B-globina Primerl 100 mM 1imM 0,125 pl
Primer2 100 mM 1mM 0,125 pl
Taq polimerasa 50 MI 0,5 Ml 1,25 pl
DNA Molde 1l
Volumen final 12,5 pl

Tabla 8. Condiciones de amplificacion referentes a la temperatura y tiempo de la PCR
para la identificacion del gen p-Globina

Ensayo Fase de PCR Temperatura Tiempo Ciclos
Deantqrghzamon 950C 1 min 1
inicial
B- globina Desnaturalizaciéon 95°C 30 seg
Anillamiento 58 °C 30 seg 35
Extension 72 °C 30 seg
Elongacion 72 °C 5 min 1

Caracteristicas especificas de tiempo, temperatura y numero de ciclos en cada una de las
fases de la PCR, empleadas dentro del presente estudio para la identificacion del gen -
Globina

Teniendo en cuenta que cada conjunto de cebadores (GP5+/GP6+, MY09/MY01l y
pU1M/2R) posee caracteristicas especificas y amplifican en diferentes fragmentos (150 pb,

450 pb y 228-268 pb respectivamente), se procedio a realizar de forma independiente para
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cada uno la aplicacion de las siguientes condiciones especificas de tiempo, temperatura y

ciclo expuesta en la Tabla 9 y Tabla 10.

Tabla 9. Condiciones de amplificacion de los reactivos de la PCR para la identificacion
del ADN del Virus de Papiloma Humano

Ensayo Reactivo Conge.nt.racmn Concgntramon Volumen final
inicial final
Agua - - 1,75 pl
Primer 1 20 um 1uM 1,25 ul
Primer 2 20 uM 1um 1,25 pl
GP5+/GP6+ Go Taqgrgen ox 1X 6,25
master mix
Mix por tubo 10,5 ul
DNA Molde 2 ul
Agua - - 5,7 ul
Buffer color 10X 1x 2 ul
MgClI2 50 Mm 3 mM 1,2 ul
dNTPs 10 Mm 0,1 Mm (c/u) 0,8 ul
MY09/MY011 Primerl 10 pIM 2 ulM 4 ul
Primer2 10 uIM 2 UM 4 ul
Mango polimerasa 5U 1U 0,2 ul
DNA Molde 2,7 pl
Volumen final 20 pl
Agua - - 3,2 ul
Buffer color 5X 1x 2 ul
MgCI2 50 Mm 1,5mM 0,4 ul
dNTPs 10 Mm 0,2 mM 0,2 ul
PU 1R/2M Primerl 10 pIM 1 ulM 1 pl
Primer2 10 uIM 1 UM 1 ul
Tag polimerasa 5U 1U 0,2 ul
DNA Molde 2 ul
Volumen final 10ul

En la siguiente tabla (Tablal0) se muestran las condiciones de temperatura utilizada para el

par de cebadores GP5+/GP6+ el cual identifica VPH de bajo riesgo y para los cebadores

MY09/MYO011 y Pu-1M/Pu-2R los cuales identifican VPH de alto riesgo.
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Tabla 10.Condiciones de amplificacion referentes a la temperatura y tiempo de la
PCR para la identificacion del ADN del VPH

Ensayo Fase de PCR |Temperatura| Tiempo | Ciclos
Desngtgrghzamon 94°C 10 min 1
inicial
Desnaturalizacion 94°C 30 seg
GP5+/GP6+ : .
Anillamiento 42 °C 30 seg 35
Extension 72 °C 30 seg
Elongacion 72 °C 7 min 1
Desngtgrgllzauon 94°C 5 min 1
inicial
Desnaturalizacion 94°C 30 seg
MY09/MY011 : :
09/MY0 Anillamiento 51 °C 45 seg 35
Extension 72 °C 45 seq
Elongacion 72 °C 7 min 1
Desngtgrz_allzacmn 94°C 5 min 1
inicial
Desnaturalizacion 94°C 30 seg
Pu-1M/Pu-2R : :
Anillamiento 53°C 45 seg 35
Extension 72 °C 45 seq
Elongacion 72 °C 7 min 1

Caracteristicas especificas de tiempo, temperatura y nimero de ciclos en cada una de las
fases de la PCR, empleadas dentro del presente estudio para la identificacién del ADN del
Virus de Papiloma Humano con los cebadores de: GP5+/GP6+, MY09/MYO011 y PU 1M/
2R.

6.4 Tipificacion del VPH por PCR

A las muestras positivas para VPH por medio de los cebadores GP5+/GP6+, MY09/MYO01 y
PU 1M/2R, se les realizo la determinacion para 11 tipos de VPH-AR (16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56 y 58) por medio de cebadores especificos de la casa comercial Macrogen®*
(Tabla 11), la técnica PCR convencional fue realizada de forma independiente, para cada uno

de los tipos, variando en la temperatura de anillaje (Tabla 11).
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Tabla 11. Secuencia de 11 cebadores para la tipificacion del VPH-AR

58 R: CGTGGTCTACTGTCCACGGCGCAGTCT

Pares de Cebadores Deteccion Secuencia T del |Proteina que Temp:de
fragmento cod. anillamiento
16 D: TCAAAAGCCACTGTGTCCTGA
Pares de cebadores 16 D/16R |  VPH 16 78pb E7 71°C
16 R: GGTTACAATATTGTAATGGGCTC
18 D: GACCTTCTATGTCACGAGCAATTA
Pares de cebadores 18 D/18R | VPH 18 236 pb E6-E7 69 °C
18 R: TGCACACCACGGACACACAAAG
31 D: CTACAGTAAGCATTGTGCTAT
Pares de cebadores 31D/3IR | VPH31 210 pb E6 71°C
31R: ACGTAATGGAGAGGTTTGCAATAACCC
33 D:AACGCCATGAGAGGACACAAG
Pares de cebadores 33D/33R VPH 33 212 pb E7 69 °C
33 RACACATAAACGAACTGTGGTG
35D: CAA CGA GGT AGA AGA AAG CATC
Pares de cebadores 35D/35R | VPH 35 358 pb E6-E7 62°C
35R: CCGACCTGTCCACCGTCCACCG
39 D: GAC GACCAC TAC AGC AAA CC
Pares de cebadores 39D/39R | VPH 39 280 pb E6-E7 71°C
39R: TTATGA AATCTTCGTTTG CT
45D: TGTTGGACATCACACCTACCGTGG
Pares de cebadores 45D/45R | VPH 45 205 pb E6-E7 73°C
45 R: TCCGTACCTGACCCAGAAGATGCA
51 D: GAG TAT AGA CGT TATAGC AGG
Pares de cebadores 51 D/5IR | VPH51 223pb E6-E7 67°C
51R: TTT CGT TAC GTT GTC GTG TACG
Pares de cebadores 52 D/52R | VPH 52 52 D: TAA GGC TGC AGT GTG TGC AG 229 pb E6-E7 67°C
ares de cehadores 52 R: CTA ATA GTT ATT TCA CTT AAT GGT P
Pares de cebadores 56 D/56R | VPH 56 %0D: GTG TGC AGAGTA TGTTTATTG 181pb E6-E7 69 °C
56 R: TTT CTG TCA CAA TGC AAT TGC
58 D: ACCACCGAGGCCACCAACAACGAAAGT
Pares de cebadores 58 D/58R | VPH 58 128 pb E7 66 °C
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En la siguiente tabla (Tabla 12) se muestran las caracteristicas de los reactivos que fueron
empleados para realizar la PCR convencional de manera independiente para cada uno de los

pares de cebadores o tipos de VPH.

Tabla 12. Condiciones de amplificacion de los reactivos de la PCR para la tipificacion
de 11 tipos de VPH

E Reacti Concentracién | Concentracion Volumen
nsayo eactivo inicial final final
Agua - - 1,75 ul
REACTIVOS EMPLEADOS DE Primer 1 D 20 uM 1uM 1,25 ul
FORMA INDEPENDIENTE, EN Primer 2 R 20 uM 1uM 1,25 l
CADA UNO DE LOS 11 G‘;qazgrgr;?f” 2% 1X 6,25
TIPOS DE VPH. DNA Molde 24
Volumen final 12,5 ul

En la siguiente tabla (Tabla 13) se observan las caracteristicas de temperatura para la PCR
convencional que fue realizada de forma independiente para cada uno de los 11 tipos,

teniéndose en cuenta la variabilidad de la temperatura de anillaje tipoespefica (Tabla 11).

Tabla 13. Condiciones de amplificacion referentes a la temperatura y tiempo de la
PCR para la tipificacion de 11 tipos de VPH

Ensayo Fase de PCR |Temperatura | Tiempo Ciclos
Desna_ltqrqllzauon 94 °C 10 min 1
inicial
Tipo especifico Desnz_itura_lizacion 94 °C 60 seqg
Anillamiento --* 60 seg 35
extencion 72 °C 2 min
Enlongacion 72 °C 7 min 1

*Temperatura especifica segun el tipo de VPH a amplificar (Tabla 11)
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6.5 Electroforesis

La electroforesis es una técnica que se emplea con el fin de visualizar el tamafio de las
moléculas de ADN, ARN vy proteinas amplificado a través de la PCR, a través de un gel
generalmente de agarosa y una carga eléctrica, en donde se produce la migracion de la

molécula segulin su carga.

La técnica empleada para la lectura del gen B-globina, GP5+/GP6+, MY09/MYO01 y PU
1M/2R vy para 11 tipos de VPH-AR, se realiz6 bajo las siguientes condiciones relacionadas
con la concentracion del gel de agarosa y el marcador de peso molecular de la casa comercial
BIOLINE (Tabla 15), cuya variacion depende del tamafio del fragmento a identificar, al
tenerse en cuenta que cuanto mas baja es la concentracion de agarosa mayor es el tamafio de

las moléculas que pueden separarse, y viceversa.
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Tabla 14. Caracteristicas de la electroforesis

Ensayo Tamafio pb % gel agarosa Hyper Ladder
B-globina 268 pb 2,0%
GP5+/GP6+ 150 pb 2,5%
MY09/MY011 450 pb 2,0%
PU 1R/2M 228-268 pb 2,0%
VPH-AR -16 78 pb 2,5% Vv
VPH-AR -18 236 pb 2,0%
VPH-AR -31 210 pb 2,0%
VPH-AR -33 212 pb 2,0%
VPH-AR -35 358 pb 2,0%
VPH-AR -39 280 pb 2,0%
VPH-AR -45 205 pb 2,0%
VPH-AR -51 223 pb 2,0% I
VPH-AR -52 229 pb 2,0%
VPH-AR -56 181 pb 2,5%
VPH-AR -58 128 pb 2,5% V

Estos fueron tefiidos con el agente intercalante de ADN SYBR Safe del laboratorio
Invitrogen, con un corrido electroforético de 120V durante 18 minutos, en buffer TAE 1X,
dada su capacidad de discriminacién en funcion del tamafio de los fragmentos de ADN a
identificar. Finalizado el corrido, la lectura del gel se realizé por medio del Trans-iluminador

con luz ultravioleta, para posterior registro fotografico y analisis®.
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6.6 Analisis estadisticos

El anélisis de los datos se realizé mediante estadistica descriptiva, las variables categoricas
(escolaridad, nimero de parejas sexuales, gestaciones, entre otras), se expresaron en
porcentaje, con intervalos de confianza (IC) al 95%. Respecto a las frecuencias de VPH
genérico y tipo especifico, estas se presentaron en porcentaje y las diferencias en sus
proporciones fueron evaluadas mediante chi2. Las variables cuantitativas como la edad y
edad de inicio de relaciones sexuales, se expresaron por medio de medianas, con sus

respectivos rangos intercuartiles (RIC).

Cuatro analisis de regresion logistica ordinal, se llevaron a cabo con el fin de modelar la
asociacion entre distintos eventos (infeccion viral) y las variables categoricas. EI primer
modelo tomo la infeccién de VPH como variable dependiente y los distintos factores de
riesgo (edad, escolaridad, estado civil, nimero de familiares con los que convive, ingresos
mensuales, edad de inicio de relaciones sexuales, niUmero de gestaciones, nimero de parejas
sexuales, método anticonceptivo, historia de ITS e historia de abortos) fueron tomados como
variables independientes dentro del modelo. En la segunda regresion se evalué la asociacion
en el incremento de tipos virales en infeccidn simultanea (variable dependiente) y los factores
analizados descritos previamente. En la tercera regresion se evalud la asociacion entre la
region de origen de las mujeres indigenas participantes del estudio y los distintos tipos virales
evaluados, por lo que se tomd como variable dependiente la region de procedencia de las
mujeres (Amazonas y Andes) y como variables independientes los tipos virales detectados
en este estudio (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58); finalmente, se evalud la fuerza de
asociacion, entre combinaciones de parejas de tipos de VPH de acuerdo al origen (Amazonas

y Andes). Todos los modelos de regresion descritos anteriormente se evaluaron mediante
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ORs y reportaron con IC del 95% y valores significativos de p <0,05, por medio del programa

STATAl4®.
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7 RESULTADOS

Un total de 666 mujeres participaron voluntariamente dentro de este estudio, de las que se
descartaron 22 (3,3%), debido a la baja calidad del ADN de la muestra, quedando 644 de las
cuales 46,7% (n=301) provenia de la region del Amazonas y 53,3% (n= 343) de la region de

los Andes, empleadas en los anélisis estadisticos presentados a continuacion.

7.1 Caracteristicas de la poblacion

La edad general de las mujeres incluidas en este estudio se encuentra comprendida entre 15
a los 79 afos, respecto a la mediana de la edad, de las mujeres que participaron en el estudio
para la region del Amazonas esta fue de 34 afios de edad y para la region de los Andes esta
fue de 32 afios de edad, en relacion con el rango intercuartil este fue de 26 a 43 afios de edad

y de 26 a 39 afios de edad para cada region respectivamente (Figural0.)
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Figura 10. Edad de las mujeres de la regién del Amazonas y los Andes. Donde se
muestran la distribucion de los rangos intercuartiles, la mediana y los valores atipicos en la
edad de las mujeres participantes del estudio, segun su region de procedencia, a través de un
gréafico de caja y bigotes.
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La edad general en el inicio de relaciones sexuales estuvo entre los 9 a los 34 afos de edad,
con una mediana de 15 afios (rango intercuartil 14 a 17 afios) para las mujeres del Amazonas,

mientras que para los Andes fue de 17 afios (rango intercuartil 15 a 18 afios) (Figura 11.).
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Figura 11. Edad de inicio de relaciones sexuales de las mujeres de la region del
Amazonas y los Andes. Donde se muestran la distribucion de los rangos intercuartiles, la
mediana y los valores atipicos en la edad de inicio de relaciones sexuales de las mujeres
participantes del estudio, segin su region de procedencia, a través de un grafico de caja y
bigotes.

La caracterizacion de las condiciones sociodemogréficas, de las mujeres indigenas se realizé
por medio del diligenciamiento por parte estas de una entrevista escrita, en la que se
preguntaron aspectos como la edad, ingreso mensual, familiares con quien convive,
escolaridad, edad de inicio de relaciones sexuales, numero de parejas sexuales, método de
planificacidn, nimero de gestaciones, historia de infecciones de transmision sexual y abortos,

los cuales se presentan en la siguiente tabla (Tabla 15)
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Tabla 15. Caracteristicas sociodemogréficas-factores de riesgo segun la region de
procedencia de las mujeres evaluadas.

Variable Region del Amazonas Region de los Andes
Edad, mediana (R1Q) 34 afios (26-43 afos) 32 afios (26-39 afos)
Inicio de vida sexual, mediana 15 afios (14-17 af 17 afios (15-18 af
(RIQ) 5 afios (14-17 afios) afios (15-18 afios)
n (%) n (%)
Ingresos mensuales
< Salario minimo 199 (78.7) 235(85.5)
> Salario minimo 54 (21.3) 40 (14.5)
< de 4 familiares 120 (39.9) 125 (36.4)
4-7 familiares 71 (23.6) 40 (11.7)
> de 7 familiares
Escolaridad
Analfabeta/Primaria 145 (57.8) 203 (63.8)
Secundaria 97 (38.6) 100 (31.4)
Técnica/Universitaria 9(3.6) 15 (4.7)
Soltera 37 (12.7) 82 (24.3)
Casada/Union libre 236 (81.1) 246 (72.8)
Separada/viuda 18 (6.2) 10 (3.0)
Numero de parejas sexuales
<2 208 (70.7) 238 (70.4)
> 2 86 (29.3) 100 (29.6)
Método de planificacion
Ninguno 121 (51.7) 98 (29.3)
Hormonal 80 (34.2) 68 (20.3)
Otro 33(14.1) 169 (50.4)
<2 83 (28.7) 144 (50.2)
3a4 128 (44.3) 120 (41.8)
>4 78 (27.0) 23 (8.0)
Historia de infecciones de
transmision sexual
No 224 (76.2) 198 (59.6)
Si 70 (23.8) 134 (40.4)
No 149 (66.8) 156 (69.3)
Si 74 (33.2) 69 (30.7)
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En la que se muestran los resultados de las variables sociodemogréaficas- factores de riesgo,
que se recopilaron mediante la encuesta realizada a las 644 mujeres particiones del estudio,
representados en frecuencias absolutas y relativas segin su region de procedencia.

Dentro de los resultados mas relevantes de cada categoria, se encontré que mas del 75% de
las mujeres de cada una de las regiones estudiadas, presenta ingresos menores a un salario
minimo legal vigente, el 39,9% de las mujeres de la regién del Amazonas conviven con
alrededor de 4 a 7 familiares, frente a un 51,9% de las mujeres de la regién de los Andes, que
convive con menos de 4 familiares, el nivel de escolaridad mas predominantes en ambas
regiones se encuentra en Analfabeta/Primaria con porcentajes de 57,8% y 63,8% para la
region del Amazonas y los Andes respectivamente, el estado civil con mayor porcentaje
(mayor al 70%) en las mujeres de ambas regiones se encontré6 en la categoria de

Casada/Unién libre (Tabla 15) .

En relacion al comportamiento sexual de las mujeres indigenas de la region del Amazonas y
los Andes colombianos participantes en este estudio, se puede afirmar que este es similar
para ambas regiones, al observarse que mas del 70% de las mujeres, ha tenido menos de dos
compafieros sexuales a lo largo de su vida. EI 51,7% de las mujeres indigenas de la region
del Amazonas no utiliza ningin método de planificacion, frente al 50,2% de las mujeres
indigenas de la region de los Andes gque planifica con otro método diferente al hormonal
(DIU, condon y cirugia), respecto al nimero de gestaciones por cada mujer, el 44,3% de las
mujeres de la region de la Amazonia, ha tenido de 3 a 4 gestaciones a lo largo de su vida,
frente a un 50,2% de mujeres de la region de los Andes que ha tenido menos de 2 gestaciones

a lo largo de su vida, en cuanto al historial de infecciones de transmision sexual, mas del
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40,4% de las mujeres indigenas de la region de los Andes, dice no haber presentado alguna
de estas, en los ultimos diez afios, respecto a si habian presentado algin aborto a lo largo de
su vida, mas del 60% de las mujeres de ambas regiones respondieron negativamente a esta

categoria.

68



7.2 Hallazgos citoldgicos de la poblacion

Respecto a los resultados de citologia, se encontr6 que 49 (34 a la region del Amazonas y 15
a la region de los Andes) de las 644 muestras cervicales analizadas, presentaron resultados
insatisfactorios (7,6%). De las 595 muestras restantes, 529 (88,9%; 1C95%: 86,1-91,3)
presentaron resultados negativos para alguna clase de lesion cervical, frente a 66 muestras
(11,1%; 1C95%: 9,2-14,6) que presentaron resultados para algun tipo de lesién cervical, los
cuales se clasificaron segun el sistema Bethesda en: 26 (39,4%; 1C95%: 27,5-52,1) para
ASCUS, 26 (39,4%; 1C95%: 27,5-52,1) para Lesion Intraepitelial de Bajo Grado - LEIBG,
6 (9,1%; 1C95%: 3,4-18,7) para Lesion Intraepitelial de Alto Grado - LEIAG y 8 (12,1%;

IC95%: 65,3-22,4) para otro tipo de anormalidad (AGC y ASC-H).

En relacion a la distribucion de los hallazgos citoldgicos segin su region de origen, los
resultados con mayor reporte de anormalidad cervical provenian de las mujeres indigenas de
la region del Amazonas (n= 46; 17,2%), siendo ASCUS el resultado de mayor reporte (n=
18; 39,1%); mientras que el 6,1% (n= 20) de los resultados para las mujeres indigenas de los
Andes presentaba alguna clase anormalidad cervical, sobresaliendo LEIBG (n= 10; 50,0%),

(Figura 12)
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A. Region del Amazonas

Numero de citologias con
resultados positivos

Clasificacion Bethesda para las
| muestras con resultados positivos de
citologia vaginal
Numero de citologias P
con resultados n %
s ASCUS 18 39,1
LEIBG 16 34,8
LEIAG 6 13.0
83.5 OTRAS 6 13.0
B. Region de los Andes
Numero de citologias -
con resultados positivos “ -
Clasificacion Bethesda para las
muestras con resultados positivos de Numero de citologias
citologia vaginal con resultados
negativos
n %
ASCUS 8 40.0
LEIBG 10 50.0
LEIAG 0 ===
OTRAS 2 10.0 . 94.0

Figura 12. Distribucidn de los hallazgos citologicos de acuerdo a la region de origen de
las mujeres. Donde se representa por medio de un grafico de anillo la distribucion en
porcentaje de los hallazgos citologicos categorizados en normales en gris y anormales en

rojo, los cuales se encuentran discriminados por el sistema de clasificacion Bethesda,
encontrados en cada region.
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Posteriormente se evaluo la fuerza de asociacion a través de razones de disparidad (ORs, por
las siglas en inglés de Odds ratio), entre el hallazgo citoldgico y la region de procedencia del
mismo (Tabla 16), encontrandose una asociacion positiva, entre la deteccion de
anormalidades cervicales y las mujeres provenientes de la region del Amazonas (ORa: 13,70;
IC95% 4,04- 42,65), en contraste, se encontré una menor asociacion, para las mujeres

provenientes de la region de los Andes (ORa: 0,07; 1C95% 0,01- 0,22).

Tabla 16. Asociacion entre los hallazgos citoldgicos y la region de procedencia de las
mujeres evaluadas.

REGION

Amazonas Andes
OR ajustado IC 95% p OR ajustado  IC 95% p
Hallazgo citolégico
Normal Referencia Referencia
Anormal 13,7* 4,04-42,65 0,001 0,07* 0,01-0,22 0,001

*Valores en negrilla estadisticamente significativos (p< 0,05).
En la que se muestran asociaciones positivas entre la deteccion de anormalidades cervicales
y las mujeres provenientes de la region del Amazonas

7.3 Prevalencia general del VPH-AR discriminada por region de procedencia

En los resultados de la prevalencia del VPH de las muestras evaluadas, se observé de manera
general que el 47,4% (n=305) de las mujeres cursaban con infeccion por el VPH-AR,
respecto a la frecuencia del VPH-AR de acuerdo a cada region analizada, los resultados
mostraron una menor prevalencia en las mujeres indigenas de la Amazonia comparadas con
las de la region de los Andes (44,9% y 49,6% respectivamente) (Figura 13), diferencia
estadisticamente no significativa (p= 0,232), al tenerse en cuenta que el valor de p definido

dentro de este estudio fue de <0,05.

71



60%

49,6

50¢

44,9

40¢

30¢

Prevalencia del VPH (%)

20¢

10%

Proporcion de prevalencia VPH (%)

0%
Amazonas Andes

Regién de Procedencia

Figura 13. Proporcion de prevalencia del VPH- AR en mujeres indigenas de la region
del Amazonas y Andes colombianos. Valores estadisticamente significativos (p< 0,05).
En la que se observa por medio de un grafico de barras la prevalencia genérica del VPH-
AR en la regién del Amazonas (azul) y los Andes (negro) colombianos.

7.4  Prevalencia tipo- especifica del VPH-AR

La distribucion tipo-especifica del VPH-AR se aprecia en la figura 14.,donde se encuentran
agrupados por medio de un mismo color los tipos de VPH-AR que pertenecen a una misma
especie (Especie 9= VPH-AR -16, -31, -33, -35, -52 y -58; Especie 7= VPH-AR-18, -39 y -

45; Especie 6= VPH-AR -56 y Especie 5= VPH-AR-51) dadas las propiedades en consenso
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que presentan entre si establecidas en el séptimo informe del Comité Internacional de

Taxonomia de Virus (International Committee on Taxonomy of Viruses).

Los tipos de VPH-AR con mayor proporcion de prevalencia fueron el VPH-16 con un 33,9%
(n= 218), el VPH-31 con un 21,3% (n= 137), el VPH-39 con un 19,6% (n= 126), VPH-18
con un 12,6% (n= 81), VPH-52 con un 12,3% (n=79) y el VPH-51 con un 11,6% (n=75),
los tipos restantes presentaron porcentajes menores al 10% y corresponden al VPH-56 con
un 8,4%(n=54), VPH-58 con un 7,8%(n=39),VPH-35 con un 6,1% (n=32) y VPH-45 con un

5,0% (n=24) y VPH-33 con un 3,7% (n=20).
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Figura 14. Proporcion de prevalencia tipo especifica, de once tipos del VPH-AR de las
mujeres evaluadas. Valores estadisticamente significativos (p< 0,05). En la que se observa
por medio de un grafico de barras la prevalencia tipo especifica de cada uno de los VPH-
AR estudiados, agrupados por color (escala de azul) segun su especie.
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7.5 Prevalencia tipo- especifica del VPH discriminada por region de procedencia

La distribucion de los once tipos de VPH-AR frente a cada regidn estudiada, mostro para la
region del Amazonas los tipos de VPH-16 con 29,9% (n=90), VPH-31 con 23,9% (n=72) y
VPH-52 con 15,3% (n=46) como los de mayor proporcion de prevalencia, respecto a la
region de los Andes el VPH -16 también fue el de mayor proporcion de prevalencia con un
37,3% (n=128), seguido del VPH- 39 con un 23,6% (n=81) y del VPH -31 con un 19,0%
(n=65), en la Figura 18. también se observan diferencias entre la proporcién de prevalencia
de cada tipo viral respecto a cada una de las regiones procedencia estudiadas, encontrandose
diferencias estadisticamente significativas para el VPH-31 (p= 0,008), VPH-39 (p= 0,012),
VPH-52 (p= 0,004), VPH-51 (p= 0,037), VPH-56 (p= 0,001), VPH-35 (p=0,001) y VVPH-45

(p=0,010).
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Figura 15. Comparacion de la proporcién de prevalencia tipo especifica, entre once
tipos de VPH-AR, respecto lugar de procedencia de las mujeres evaluadas. Valores en
estadisticamente significativos (p< 0,05). En la que se observa por medio de un grafico de
barras la comparacion entre la prevalencia tipo especifica de cada uno de los VPH-AR
estudiados segun la region de procedencia, Amazonas (azul) Andes (negro).
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7.6 Asociacion entre el VPH-AR y la region de procedencia

Para evaluar la fuerza de asociacion entre las variables dependientes (Lugar de procedencia
de las mujeres) y las variables independientes (11 Tipos de VPH-AR) se emplearon razones
de disparidad, cuyos resultados mostraron Asociaciones positivas entre la region de
Amazonas y la deteccion de VPH-31 (ORa: 5,26) y VPH-33 (ORa: 6,85) y VPH-35 (ORa:
27,7), estos mismos tipos virales se vieron menor asociados para las indigenas de los Andes
(Tabla 17).

Adicionalmente, para mujeres provenientes del Amazonas, menores asociaciones se
encontraron para los tipos VPH-16 (ORa: 0,25), VPH-39 (ORa: 0,15) y VHP-56 (ORa: 0,13),

para los Andes estos tipos virales mostraron asociaciones positivas (Tabla 17).
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Tabla 17. Asociacion entre los once tipos virales de VPH- ARy la region de procedencia
de las mujeres evaluadas.

REGION DE PROCEDENCIA

Amazonas Andes
) aju(:; N IC 95% D n (%) ajlg; ol b

Negativo 211701% Ref. 215 62,7% Ref.

Positivo 90 29,9% 0,25* 0,08-0,72 0,012 128373%  3,96* 1,35-11,61 0,012
Negativo 229 76,1% Ref. 218810%  Ref,

Positivo 72 23%% 5,26* 1,82-15,22 0,002 65190%  0,18* 0,06-0,54 0,002
Negativo 287 953% Ref. 333971%  Ref.

Positivo 14 47% 6,85* 1,02-45,6 0,047 1029%  0,14* 0,02-0,97 0,047
Negativo 274 91,0% Ref. 3319%65%  Ref.

Positivo 21 90% 21,7* 1,82-39,25 0,016 1235%  0,03* 0,00-0,54 0,016
Negativo 255 84,1% Ref. 310904%  Ref,

Positivo 46 153% 28 092-850 0,068 3396% 035 0,11-1,08 0,068
Negativo 281 934% Ref. 313913%  Ref.

Positivo 20 6,6% 152 040-5,68 0531 308,7% 065 017-2.44 0531
Negativo 271 90,0% Ref. 29281%  Ref,

Positivo 30 10,0% 051 0,16-1,63 0261 51149% 192 061-6,07 0261
Negativo 256 85,0% Ref. 262764%  Ref.

Positivo 45 150% 0,15* 0,05-0,46 0.001 81236%  6,25* 2,13-18,32 0.001
Negativo 280 93,0% Ref. 33298%  Ref,

Positivo 2170% 407 089-2046 0994 1132% 197 049-3,06 0994
Negativo 291 96,7% Ref. 299872%  Ref.

Positivo 10 33% 0,13* 0,02-0,85 0,033 M128%  T7.27* 1,16-45,23 0,033
Negativo 260 86,4% Ref. 296 864%  Ref,

Positivo 41 136% 2,05 0,68-6,17 0199 47136% 048 016-146 0199

*En la que se muestra los valores estadisticamente significativos (p< 0,05) en negrilla, de la
asociacion entre los 11 tipos VPH- AR estudiados y la regién de procedencia.
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7.7 Asociacion entre el VPH-AR y las caracteristicas sociodemograficas- factores de

riesgo
La asociacion entre las caracteristicas sociodemograficas-factores de riesgo y la adquisicion
de VPH-AR, se realiz6 por medio de razones de disparidad (Tabla 18), segregando los
resultados segun region de procedencia, dando como resultado para la region del Amazonas
una asociacion positiva entre la deteccion de VPH vy el pertenecer al estado civil de
separada/viuda (ORa: 31,05), junto con el uso de métodos de planificacion diferentes al
hormonal y que fueron agrupados como otros (cirugia, condén, y DIU) (ORa: 3,29)
(Tablal5). Respecto asociacion entre las caracteristicas sociodemograficas-factores de riesgo
y la deteccién de VPH-AR en las mujeres procedentes de la region de los Andes se encontro
como asociacién positiva aquellas con ingresos mayores a un salario minimo mensual (ORa:

0,26) y el tener una escolaridad Técnica/Universitaria (ORa: 0,66) (Tabla 18).

Tabla 18. Asociacion entre las caracteristicas sociodemograficas- factores de riesgo y
el lugar de procedencia de las mujeres evaluadas.
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VPH POSITIVAS

Amazonas Andes
OR ajustado  1C 95% p OR ajustado 1C 95% p
<20 Referencia Referencia
21a30 0,23 0,02-1,85 0,168 0,31 0,06-1,61 0,166
31a40 0,22 0,02-2,10 0,192 0,49 0,96-2,58 0,407
> 40 0,24 0,18-3,19 0,284 0,37 0,05-2,64 0,325
< Salario minimo Referencia Referencia
> Salario minimo 0,93 0,27-3,19 0,912 0,26* 0,07-0,97 0,46
<4 Referencia Referencia
5a7 1,16 0,40-3,35 0,774 2,18 0,85-5,56 0,103
>7 0,85 0,25-2,82 0,791 0,94 0,24-3,67 0,938
Analfabeta/Primaria Referencia Referencia
Secundaria 1,54 0,55-4,24 0,404 2,78 1,15-6,71 0,708
Técnico/Universitario 0,4 0,15-4,64 0,468 0,66* 0,07-0,96 0,023
Soltera Referencia Referencia
Union Libre/Casada 2,49 0,44-1,38 0,296 0,37 0,01-1,02 0,056
Separada/Viuda  31,05* 1,55-62,10 0,025 0,07 0,01-1,23 0,07
<16 Referencia Referencia
> 16 2,38 0,87-6,49 0,089 1,98 0,84-4,69 0,117
<2 Referencia Referencia
>2 1,64 0,62-4,27 0,311 0,67 0,27-1,65 0,395
Sin método Referencia Referencia
Hormonal 2,54 0,93-6,96 0,069 0,46 0,13-1,57 0,219
Otroi 3,29* 2,96-3,67 0,004 0,69 0,24-1,95 0,494
Numero de gestaciones
<2 Referencia Referencia
3a4 0,91 0,26-3,20 0,895 0,65 0,22-1,88 0,437
>4 0,59 0,94-3,76 0,583 0,3 0,43-2,10 0,228
No Referencia Referencia
Si 0,62 0,23-1,71 0,364 1,05 0,42-2,60 0,909
No Referencia Referencia
Si 1,33 0,45-3,92 0,596 0,63 0,23-1,69 0,116

Métodos de planificacion no hormonales: Cirugia, condén y DIU

Numero de parejas sexuales durante la vida

fINumero de familiares con el que conviven

*En la que se muestra los valores estadisticamente significativos (p< 0,05) en negrilla, de la
asociacion entre entre las caracteristicas sociodemograficas- factores de riesgo y su region
de procedencia.

H+—+

7.8 Prevalencia de la infeccion y coinfeccion con VPH AR
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En cuanto a la presencia simultanea con mas de un tipo de VPH (coinfeccion), los resultados
mostraron a nivel general que del total de mujeres con infeccion por VPH (n=305), el 85,6%
(n=261) presentaban eventos de coinfeccion, en cuanto a la infeccion multiple de acuerdo a
la region de procedencia, mostrando mayores eventos de coinfeccion, en mujeres indigenas
provenientes del Amazonas (n= 119; 88,1%), comparadas con las de los Andes (n= 142;

83,5%), no obstante esta diferencia no fue significativa (p= 0,254).

Al evaluar el porcentaje de aparicion de coinfeccién e infeccién Unica para cada tipo viral,
los resultados mostraron que los tipos VPH 33, 35, 52 y 56, solo se presentan en infeccion
simultanea con otro(s) de VPH, frente al 11,5% y 10,0% de los tipos de VPH 16 y 58,

causantes de infeccion unico-espefica (Figura 16.).

HPV 16
Hpvis |

HPV 31
HPV 33
HPV 35

HPV 39 | L
anfeccion dnica

HPV45 | u Infeccién miltiple

Tipo de VPH

HPV 51 |

HPV 52 K1) 100,00

HPV 56

HPv 58 KlXI) 90,00

0,0% 200% 400% 600% 80,0% 100,0%
Proporcién de prevalencia de infeccion y coinfeccion

Figura 16. Comparacion de la proporcion de prevalencia tipo especifica, entre la
infeccion y coinfeccion por VPH-AR en las mujeres evaluadas. En la que se observa por
medio de un grafico de barras horizontales el comportamiento de cada uno de los tipos de
VPH-AR estudiados relacionado con la presentacion de infeccion Unica (negro) y
maultiple(azul).
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7.9 Asociacion entre el VPH-AR y las caracteristicas sociodemograficas- factores de
riesgo y la infeccion simultdnea con mas de un tipo viral de VPH-AR.

En este mismo contexto se evalud la fuerza de asociacion entre la adquisicién de mas de un
tipo de VPH y los factores de riesgo, de acuerdo al a region analizada (Tabla 19). Los
resultados mostraron para la region del Amazonas asociacion positivas para los factores
reportados arriba siendo el estado civil separada/viuda (ORa: 12,7) y el método de
planificacion de otros (ORa: 5,28), no obstante, se identifico adicionalmente el inicio de las
relaciones sexuales a edad mayor de 16 afios (ORa: 2,42) como un factor asociado
positivamente (Tabla 19). Para para la region de los Andes se encontrd6 menor asociacion

solo para mujeres que reportaron vivir en Unién libre o casada afios (ORa: 0,41) (Tabla 19).
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Tabla 19. Asociacion entre las caracteristicas sociodemograficas-factores de riesgo y la
infeccidn simultanea con mas de un tipo viral de VPH-AR.

NUMERO DE TIPOS DE VPH-AR

Amazonas Andes
OR ajustado 1C 95% p . OR 1C 95% p
ajustado
<20 Referencia Referencia

21a30 0,50 0,92-2,75 0,429 0,32 0,08-1,29 0,11
31a40 0,59 0,08-391 0,588 0,51 0,12-2,16 0,367

> 40 0,55 0,05-5,28 0,61 0,34 0,06-1,91 0,225
Ingresos mensuales
< Salario minimo Referencia Referencia

> Salario minimo 1,64 0,56-4,85 0,364 0,43 0,13-1,32 0,142

Numero de familiaresq]

<4 Referencia Referencia

5a7 1,92 0,75-4,89 0,171 1,81 0,81-4,00 0,143

>7 1,33 0,47-3,71 0,582 1,1 0,31-3,84 0,877
Analfabeta/Primaria Referencia Referencia

Secundaria 1,06 0,43-2,61 0,884 1,51 0,71-3,21 0,279

Técnico/Universitario 0,33 0,04-2,71 0,308 0,73 010-4,99 0,75
Soltera Referencia Referencia

Unién libre/Casada 1,55 0,38-6,25 0,537 0,41* 0,17-0,97 0,042

Separada/Viuda 12,7* 1,35-19,44 0,026 0,14 0,01-2,22 0,157

<16 Referencia Referencia
> 16 2,42* 1,02-5,75 0,045 1,8 0,82-3,93 0,138
<2 Referencia Referencia

>2 1,59 0,69-3,66 0,273 1,07 0,47-2,42 0,858
Sin método Referencia Referencia
Hormonal 1,83 0,73-4,58 0,194 0,43 0,15-1,22 0,114

Otro 5,28* 1,48-18,78 0,01 0,68 0,27-1,68 0,494
NUmero de gestaciones

<2 Referencia Referencia

3a4 0,6 0,19-1,89 0,386 0,48 0,18-1,25 0,135
>4 0,28 0,05-1,47 0,135 0,21 0,03-1,32 0,098
No Referencia Referencia
Si 0,62 0,25-1,52 0,304 1,26 0,55-2,87 0,573
No Referencia Referencia
Si 111 0,43-2,87 0,823 0,72 0,29-1,79 0,491

Numero de parejas sexuales durante la vida

Método de barrera incluye: cirugia, condén y DIU

fINumero de familiares con quien convive

*En la que se muestra los valores estadisticamente significativos (p< 0,05) en negrilla, de la
asociacion entre entre las caracteristicas sociodemogréaficas- factores de riesgo y la infeccion
simultanea con mas de un tipo viral.

+—
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7.10 Asociaciones entre parejas de VPH-AR

Finalmente, con el objetivo de evaluar las asociaciones entre parejas de tipos de VPH-AR de
acuerdo al origen se calcularon OR ajustados, reportadas en cuadro en la Figura 17 con su
correspondiente OR aquellas asociaciones estadisticamente significativos (p <0,05), como lo
fueron las asociaciones positivas en el Amazonas en las combinaciones de VPH-35/-52
(ORa: 8,42), VPH-35/-39 (ORa: 3,68) y VPH-58/-39 (ORa: 1,96); menores asociaciones se
encontraron entre VPH-16/-33 (ORa: 0,01), VPH-16/-45 (ORa: 0,18), VPH-31/-18 (ORa:
0,01), VPH-31/-45 (ORa: 0,01) y VPH-31/-56 (ORa: 0,04). Para los Andes, los resultados
mostraron asociaciones positivas entre VPH-16/-18 (ORa: 3,88), VPH-33/-45 (ORa: 2,43),
VPH-52/-39 (ORa: 3,75), VPH-58/-45 (ORa: 7,42), VPH-39/-56 (ORa: 5,14) y VPH-56/-51
(ORa: 3,68); menor asociacion se encontro para VPH-16/-18 (ORa: 0,10), VPH-58/-18 (ORa:

0,18) y VPH-39/-45 (ORa: 0,11), lo cual se expone en la Figura 17.
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Figura 17. Namero de pares de infecciones y ORs.
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Segun combinaciones de pares de tipos especificos de VPH y de acuerdo a la region de
procedencia (A) Mujeres del Amazonas. (B) Mujeres de los Andes. En la figura se muestran
en cuadro las asociaciones estadisticamente significativas con sus respectivos OR ajustados.
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8 DISCUSION

Mas de la mitad de las mujeres sexualmente activas en algin momento han tenido contacto con el
VPH; sin embargo, la mayoria de las infecciones son transitorias y solo un pequefio porcentaje de
éstas se convierten en persistentes, contribuyendo al desarrollo de lesiones cervicales. Es por esta
razon que el tiempo entre la aparicion inicial de lesiones y el desarrollo de la neoplasia permite la

deteccién y tratamiento oportuno, lo que convierte este cancer en prevenible®®.

En los resultados de la presente investigacién, evidenciaron hallazgos bajos en anormalidades
cervicales, para ambos grupos de mujeres indigenas estudiadas (Figura 12), con respecto a la
positividad de VPH-AR obtenida (Tabla 16), lo que se explica probablemente con que tener infeccion
por VPH, no implica necesariamente un alto porcentaje de hallazgos citoldgicos anormales (ASC-
US, L-SIL y H-SIL) y menos del 5% de las mujeres que adquieren el virus desarrollan CCU 878 se
debe tener en cuenta también que el tiempo promedio transcurrido entre el contacto inicial con VPH-

ARy la aparicion de lesiones a nivel cervical es de 10 afios®.

Asi como se indica, que si bien la citologia cervical es una herramienta Gtil en la disminucion de la
morbilidad de CCU%-*? existen varios factores que influyen en la obtencién de falsos negativos, entre
los que se encuentran, errores en la toma y procesamiento de las muestras, inadecuada en la
identificacion de células malignas o problemas en la interpretacion de los resultados, falta de

experiencia de los citotecn6logos® %

Por lo que cabe resaltar que la asistencia a los programas de P&P, basados en la toma de citologia se

considera una herramienta util, ampliamente reconocida a nivel mundial, y que en paises en desarrollo

ha contribuido al descenso de la mortalidad por CCU%"". No obstante, se ha encontrado que estos
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programas presentan mayores dificultades para la deteccion temprana y tratamiento oportuno de las
lesiones precancerosas en paises Latinoamericanos, generalmente atribuido a la falta de
infraestructura, falta de educacidn sobre el cancer cervical entre las mujeres, escasez de recursos
técnicos, médicos y financieros®. Para Colombia, si bien los niveles de cobertura alcanzan el 80%,
la adherencia y seguimiento principalmente de las mujeres con resultados de citologia anormal, no

son adecuadas y buena proporcion de ellas no tienen acceso al tratamiento adecuado®1%,

En cuanto a los resultados reportados de frecuencias elevadas para infeccion con VPH, datos
concordantes con los previamente reportados en mujeres colombianas®®, la coinfeccion encontrada
fue significativamente mayor a lo esperado comparada con estudios anteriores que involucran
poblacion indigena de Colombial” 18192 o que se puede explicar gracias a la metodologia empleada
en el presente estudio donde en el que se incluyd para la identificacion de VPH a nivel de género, tres
sets distintos de cebadores (GP5+/6+y MYQ9/11) dirigidos hacia el aumento de la sensibilidad y la
deteccién de copias virales bajas del gen que codifica para la proteina de la capside L1y E6-E7%, la
cual se encuentra en mayor cantidad durante la fase de replicacién activa del VPH, siendo actualmente

de gran importancia en el diagndstico molecular del virus

En anteriores estudios, el uso de un Gnico conjunto de cebadores llevé a subestimar la prevalencia de
la infeccion por VPH?®, sin embargo, para estudios epidemiolégicos es importante implementar mas
de un set de cebadores con el fin de lograr mayor deteccion de VPH, aumentando la sensibilidad de
latécnica para la deteccion del virus, brindando resultados oportunos y confiables®®. Adicionalmente,
nuestros resultados mostraron una mayor proporcion de mujeres con eventos de infecciones
simultaneas por mas de un tipo viral, debido a que se realizé la deteccion especifica para 11 tipos de

VPH-AR (16, 31, 39, 18, 52, 51, 56, 58, 35, 45, 33).
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La importancia clinica de las coinfecciones no ha sido completamente comprendida, estudios indican
gue una lesion puede ser atribuida a la infeccidn por un Gnico tipo de VPH; sin embargo, otros estudios
han demostrado una alta proporcién en de mujeres con lesiones cervicales y méas de un tipos de VPH,
por lo que en este grupo atribuir la relacién causal a un Gnico tipo viral se dificultal®®. Asi como que
las poblaciones con infeccién por VPH-AR-16- y 18, aumentan la probabilidad de 5-7 veces de

contraer una infeccién concomitante por otro tipo de VPH, principalmente VPH-58%,

Adicionalmente, estudios in vitro han demostrado la capacidad de una misma célula para albergar
mas de un tipo de VPH, sin embargo, al evaluar esto en mujeres con lesiones, los resultados son poco
concluyentes®1% siendo sugerido que las infecciones multiples favorecen las condiciones para que
un solo tipo viral logre llevar a cabo su ciclo replicativo de forma eficiente y colonice el tejido

cervical.

Con respecto a la distribucion tipo-especifica, en este estudio se realizo la identificacion de once tipos
de VPH-AR, donde se encontrd6 mayor proporcion de infeccion para el VPH-16, lo cual concuerda
con estudios previos realizados en tanto Colombia como a nivel mundial, ademas de ser considero el
tipo con mayor potencial carcinogénico®, cuya elevada prevalencia puede deberse a que este tipo de
VVPH se encuentra hasta diez veces mas frecuentemente en infecciones Unicas como se menciona en
el estudio publicado por Chunging Lin et al*”’, dato que se relaciona con la frecuencia hallada en este
estudio para el mismo tipo viral (11,50) en infecciones Unicas (Figural6.). Seguido de este, se
encuentra el VPH-31, el cual ha sido reportado como el segundo tipo mas prevalente en Europa 1% ,en
Colombia?®, en pacientes con algin tipo de lesion cervical’® 1 y en casos de la recurrencia viral

después del tratamiento!!?, siendo igual para este estudio.
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Teniendo en cuenta que el CCU es una patologia multifactorial**2, se evalud la asociacion entre la
poblacion estudiada y los factores de riesgo relacionados con la adquisicion de VPH?, los resultados
mostraron diferencias entre dichos factores y el origen de la poblacién indigena (Amazonas y Andes)
(Tabla 18.), para las mujeres del Amazonas los factores asociados a la infeccién con VPH fueron las
de viudo/separado (ORa: 31,05)y otro método (ORa: 3,29)anticonceptivo diferente al hormonal
(cirugia, condon y DIU), lo que se puede por medio de estudios publicados donde se indica que el
uso del condoén disminuye el riesgo de adquisicion de VPH en un 70%, mas no se considera como un
método de prevencion contra el VPH!4, Respecto al DIU, en diferentes estudios realizados se ha
encontrado que las mujeres que usaron este método de planificacion presentaron un riesgo 50 veces
mayor de desarrollar CCU> 116 desconociéndose actualmente el mecanismo por el cual se favorece
el progreso hacia lesiones de mal prondstico, llegandose a sugerir que el uso prolongado del mismo
genera a nivel epitelial procesos inflamatorios, de estrés oxidativo y dafio a nivel celular, lo que

facilita la rotura mecanica epitelial, lo que permite la exposicion de las células basales al virus!" 118,

En contraste para mujeres de los Andes, los factores que se vieron menos asociados al evento
dependiente (infeccién por VPH) fueron ingresos superiores al salario minimo (ORa: 0,26) y tener
estudios Técnico/Universitario (ORa: 0,66) (Tabla 18). Factores que se encuentran relacionados en
estudios socio-politicos, en los que se ha llegado a observar que mujeres de bajos recursos econémicos
presentan el doble de probabilidad de presentar infeccion con el VPH y desarrollar CCU, comparado
con mujeres que cuentan con ingresos mayores*®, adicionalmente, en mujeres que con educacion
universitaria tiene mayor conocimiento y facilidad para acceder a programas de promocion y

prevencion, lo que disminuye su mortalidad por CCU y favorece el acceso a servicios de salud!?-12,

Uno de los principales determinantes en la participacion de la poblacion para la deteccion de CCU,

es el acceso a los servicios de salud, ya sea en programas de prevencion o consulta por ginecologia,
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que permitan realizar pruebas de Papanicolaou con mayor frecuencial?®, nuestros resultados sugieren
que el tener un mayor grado de educacion, asi como una mayor capacidad econémica, podria
favorecer la consulta de las mujeres a los programas de promocién y prevencion (P&P) y que en
Gltimas favorezcan la tamizacion del cancer cervical!?, Poblacion con bajos indices de accesibilidad
a la atencion, como aquella ubicada en zonas, se caracteriza por presentar una menor participacion en
los programas de P&P?, por lo que seria importante aumentar la cobertura de dichos programas en

poblacién rural como la indigena.

Para Colombia las regiones que reportan mayor dificultad para el acceso a los servicios de salud son
choco, Vaupés, Vichada, Guainia y Amazonas'?®, este hallazgo podria estar vinculado a la escasez de
asistencia sanitaria en estas poblaciones y una mayor resistencia en estas areas para discutir temas
relacionados con educacién'?. En cuanto a la poblacién indigena de los Andes, esta cuenta con mayor
accesibilidad a los servicios de salud ya que se encuentra mas cerca de ciudades y zonas urbanas, lo

cual facilita el acceso a programas de promocién y prevencion.

En esta mismo contexto, también se evalué que factores se relacionaban con la adquisicion de
infecciones por maltiples tipos virales (coinfecciones) (Tabla 19), los resultados mostraron en
mujeres del Amazonas, los mismos factores relacionados con la infeccion por VPH; no obstante
adicional a estos, se encontrd asociado positivamente el inicio de vida sexual en mujeres mayores de
16 afos, esto puede deberse a que el inicio de relaciones sexuales en menores edades aumenta la
posibilidad de tener conductas sexuales arriesgadas (no uso de preservativo, mas compafieros
sexuales) y razones bioldgicas (inmadurez cervical, déficit del flujo cervical protector y ectopia
cervical aumentada)®:. En contraste para indigenas de los Andes, se encontré una menor asociacion
con el evento de coinfeccion el estado civil Unién Libre/Casada lo cual puede deberse a tener una

pareja sexual estable, disminuyendo asi la exposicion para adquirir VPHY,
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Una limitante del presente estudio fue no identificar factores genéticos propios de cada regién como
el HLA, que puede tener informacion sobre la susceptibilidad y que ayuden en la comprension los
resultados obtenidos en cada region, adicionalmente teniendo en cuenta que el disefio de este estudio
es de corte transversal, no permiti6 detectar la dindmica de la adquisicion de las coinfecciones, lo
que lo hace relevante a futuro realizar estudios longitudinales que permitan identificar el momento
en que se produce la adquisicion de mas de un tipo de VPH y asi determinar si dichos eventos de
infeccion ocurren simultdneamente. Finalmente, para estudios posteriores seria conveniente la
inclusion de poblacion indigena de la costa colombiana para evaluar las prevalencias de infeccion y

coinfeccion en esta poblacion.

Los resultados del presente estudio mostraron diferencias entre la identificacion de VPH y los
origenes de la poblacién indigena. Adicionalmente la coinfeccidn en este estudio fue mayor para las
dos regiones, que las reportadas en estudios anteriores. Nuestros resultados sugieren que los aspectos
culturales y/o ambientales, geograficas y genéticas particulares de cada region, son factores relevantes
gue podrian modular la infeccién y coinfeccion de VPH; finalmente, los resultados de este trabajo
proporcionan informacion y una vision de los retos que afrontan los programas en caminados a la

prevencion del CCU en poblacién indigena colombiana.
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9 CONCLUSIONES

La frecuencia de infeccion por VPH-AR tipo especifica encontrada en las mujeres indigenas
de la region de los Andes colombianos fue mayor para los tipos 16, 39 y 31; desemejante en

la region del Amazonas, cuya mayor frecuencia se encontrd en los tipos 16, 31 y 52.

La coinfeccion hallada dentro de este estudio fue mayor a lo esperado, lo que sugiere que las
mujeres indigenas participantes presentan caracteristicas sociodemograficas y de
comportamiento sexual que propician un mayor riesgo de exposicién en simultaneo con

diferentes tipos de VPH.

Los resultados mostraron la existencia de diferentes factores de riesgo relacionados con la
adquisicion de VPH, desemejantes entre ambas poblaciones, evidenciandose en la region del
Amazonas asociaciones positivas entre la deteccion del VPH vy el estado civil y método de
planificacion; mientras que para los Andes factores relacionados con su nivel de educacion

y econémico se vieron menos asociados en la adquisicion de infecciones con este virus.

La informacion derivada del presente estudio contribuye en la generacion de conocimiento
sobre la frecuencia de infecciones por VPH vy los factores de riesgo asociados a dichas
infecciones, en poblacidn cuyo acceso a los programas de promocion y prevencion es escaso,

y cuyos perfiles epidemioldgicos aun no han sido descritos en su totalidad.
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La falta de recursos, limito el alcance de este trabajo, al excluirse dentro del mismo el analisis
sobre el comportamiento de este virus para los tipos de bajo riesgo en este grupo de mujeres,

los cuales son de importancia clinica.

ANEXOS

Anexo 1. Fotografias geles de agarosa
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Anexo 2 Consentimiento informado

Participante N:

PROYECTO
"COMPARACION DE LA PRUEBA SEROLOGICA DE ELISA DE ANTICUERPOS ANTI-VPH CON LA CITOLOGIA
Y CON LA DETECCION DEL ADN VIRAL, AL SER UTILIZADAS COMO PRUEBAS DE TAMIZACION PARA LA
DETECCION DE INFECCION PERSISTENTE POR EL VIRUS DE PAPILOMA HUMANO"

FIDIC FUNDACION INSTITUTO DE INMUNOLOGIA DE COLOMBIA

Solo ingresara al estudio previo alafirma de este consentimiento infor mado. Sele
recuerda que su participacion estotalmente voluntaria.

El virus de papiloma humano o VPH causa el cancer de utero.

Es el segundo cancer mas frecuente en las mujeres del mundo y el primero en paises en vias de
desarrollo como el nuestro.

Su participacion en este estudio es una generosa contribucion al desarrollo de la cienciay a la
mejoria de la salud de nuestros semejantes, asi como su propio beneficio.

Procedimientos a seguir

Si usted esta de acuerdo en participar en este estudio, previa evaluacion médica, se le
solicitara la donacién de una (1) muestra de sangre de 5 cc y una (1) muestra citolégica
cervicovaginal para analisis de ADN viral que se tomara en el momento de realizar la
colposcopia.

Periodo de participacion

Tiempo necesario paralatoma de la muestra de sangr e (Aproximadamente 5 minutos).
Riesgos

Este estudio se considera de bajo riesgo. El volumen de sangre por individuo es minimo (5cc).
Se puede tener algo de dolor o enrojecimiento en el area de la veno-puncion y en raras
ocasiones se presenta sensacion de mareo de la que se recupera espontineamente. La toma de la
muestra cervical no presenta molestias adicionales a la colposcopia.

Beneficios

Usted recibira a través de su servicio de salud, el resultado de laboratorio de la seropositividad o
no para el Virus del Papiloma Humano. Esto ayudara a su médico tratante para la toma de
decision en su caso particular. Ademas significa un nuevo conocimiento acerca de los
mecanismos de defensa del ser humano contra la infeccion por Virus del Papiloma Humano y
hace parte del proceso de evaluaciéon de la prueba que podria, en el futuro, ser la base para el
desarrollo de métodos de diagndstico mas precisos y posibles vacunas.

Confidencialidad

Su nombre no sera usado en ningan informe de este estudio.

Hallazgos nuevos de importancia para su salud

Cualquier informacion adicional e importante encontrada durante el periodo de duracién
del estudio, que pudiese resultar importante para su salud, le sera comunicada
inmediatamente.

IMPORTANTE: Si existe alguna parte de este documento que no entienda, por favor pregunte
a uno de losinvestigadores antes de firmar.

Por medio de la presente constancia, en pleno y normal uso de mis facultades mentales, otorgo
en forma libre mi consentimiento a la FUNDACION INSTITUTO DE INMUNOLOGIA DE
COLOMBIA para que me sea practicada la prueba de tamizaje para la deteccion de anticuerpos
contra el virus del papiloma humano (VPH), mediante la técnica ELISA.

Declaro que se me ha suministrado informacion sobre la prueba y aspectos concernientes a la
infeccion por el VPH, dentro del desarrollo de un trabajo de investigacion que busca detectar
este virus en la muestra de mi sangre que se toma cuando la citologia vaginal presenta
resultados anormales para recibir posteriormente las indicaciones que se requieran en el manejo
de esta infeccion.
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La informacion acerca del resultado de esta prueba se maneja con confidencialidad por parte del
equipo de salud que participa de la investigacion.

Soy consciente que la sangre que donaréy la colaboracion que prestar é, sera utilizada con
fines de investigacion solamente y que nadie obtendra ningan tipo de lucro con ellas. Soy
también consciente que mi participacion en este estudio no representa ningan peligro para
mi salud y que el procedimiento paralatoma dela muestra es seguro.

Nombre;
| dentificacion

Direccion:

Lugar y fecha:

Testigol
Firma e identificacion del testigo:

Parentesco con Relacion con el sujeto de investigacion

Testigo2
Firma e identificacion del testigo:

Parentesco con Relacion con el sujeto de investigacion

BOGOTA,
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Anexo 3. Cuestionario preguntas sociodemogréaficas.

PROYECTO
"COMPARACION DE LA PRUEBA SEROLOGICA DE ELISA DE ANTICUERPOS ANTI-VPH CON LA CITOLOGIA
Y CON LA DETECCION DEL ADN VIRAL, AL SER UTILIZADAS COMO PRUEBAS DE TAMIZACION PARA LA
DETECCION DE INFECCION PERSISTENTE POR EL VIRUS DE PAPILOMA HUMANO"

FIDIC FUNDACION INSTITUTO DE INMUNOLOGIA DE COLOMBIA
1. Fecha 2. Ciudad: 3. Participante N°:
4. Nombres y Apellidos: 5. Cédula:
6. Direccién de residencia habitual 7. Teléfono Fijo: 8. Teléfono Celular:
9. Ha pensado cambiar de residencia en los proximos dos afos: D Si I:l No
10. Esta dispuesta a continuar un seguimiento clinico cada seis meses durante dos afios: (s [ INo
11. Fecha de Nacimiento:D/M/A 12. Edad: 13. Con cuantas personas de

su familia vive:

14. Cuanto promedian sus ingresos mensuales: |15. Nivel de escolaridad:

D Analfabeta I:I Primaria D Secundaria |:| Técnica |:| Universitaria
16. Raza: ,
I:I Indigena I:I Negra I:I Blanca I:I Mestiza I:I Otra: Cual :
17. Estado civil:
[ soltera Junién libre [ casada [ separada [ viuda
. - 21. Cuantos
D Si l:' Si 50. Hace cuanto D Menos 1 afio I:I Mas de 3 aft cigarrillos l:l 1-5 l:l 10 - 20
tiempo fuma? o as de 5 anos fuma al dia:
18. Ha 1o. [11a3 afios [1s5-10 ] Mas de 20
Fumado Actualmente
alguna vez: D Fuma: .
No 22. Cuando fumo, por cuanto = ~ o
Cno tiempo lo hizo: [ Menos 1 afio Ll1as3 afios [ Mas de 3 afios
23. Ha tenido relaciones sexuales: 24.Edad primera relacion sexual: 25. Vida sexual activa:
D Si D No I:I Si I:I No
26. N° de comparieros sexuales: "
I Ninguno 1 2 s [ IMas de 3
27. Cual es su método i , ,
mas frecuente de [ 1. sin Método U 3. Ant orales ['s. condon ] 7.Norplant o Jadell
planificacién, usado en S
los Gltimos 5 afios: [J2.p1u [] 4. nyectables [e. cirugia [Js. otro cual:
28. Gestaciones: Partos: Vivos: Abortos: | I [_| Embarazo [] menopausia
29. Alguna vez ha tenido ] 1. vaginosis [J2.chlamydia [ 3. vPH cervical [ 4. Trichomona
infeccion de transmision
sexual por: .
5. Gonorrea e. HIv 7. sifilis 8. Ninguna [ o. otra cual:
30. Citologias previas: [si [INo primera vezl 31. Fecha Ultima citologia. D/M/A Resultado: ] Normal [] Anormal
32. Alguna vez le practicaron: [ conizacién del Cuello Uterino [ Radioterapia [ crioterapia
D Cauterizacion del Cuello Uterino I:I Histerectomia I:' Biopsia I:I Ninguna

33. Citologia compatible con:
9 P I:I 4. Lesion intraepitelial escamosa de Alto grado (LEI AG)

o. asc-us

1. asc-H

I:I 2.AGC (Atipias de células glandulares)

I:I 3. Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LEI BG)

I:I 5. Cancer:
I:I 6. Negativo para lesiones intraepiteliales o malignidad

I:I 7. Muestra Insatisfactoria

34.Colposcopia: Satisfactoria I:l I:I Insatisfactoria
[ 0. Negativo para lesiones intraepiteliales o malignidad [ 3. Lesién intraepitelial escamosa de Alto grado (LEI AG)
I:I 1. Lesidn intraepitelial escamosa de bajo grado (LEI BG) I:' 4. Cancer
35. Biopsia: |:| Si I:l No
0. Negativo para lesiones intraepiteliales o malignidad [] 2. Lesién intraepitelial escamosa de Alto grado (LEI AG)
1. Lesién int itelial de baj do (LEI BG .
[]1. Lesién intraepitelial escamosa de bajo grado (| ) [13. Cancer:

Observaciones:

Firma del Responsable:

Cra 50 N°26-00 Bogota - Colombia
315 8919 /324 4671-2 Ext. 135-134 Fax: 3244671 Ext. 108

www.fidic.org.co
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