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SINTESIS

Se estudio la infeccion por Virus del Papiloma Humano (VPH), genotipos circulantes y variantes
intratipicas en 320 mujeres mayores de 30 afios, con lesiones citoldgicas y cancer cervicouterino
(CaCu), residentes en la region Litoral del Ecuador; y su relacion con variables virales, clinico-
epidemioldgicas y sociodemograficas entre 2012 y 2015. Se realizé la deteccion del VPH con
iniciadores universales MY09/MY11, genotipado mediante el sistema comercial Anyplex™ 11
HPV28 vy filogenia de variantes virales. Resulté una frecuencia de infeccion del 93,75%
(300/320), predominio de tipos oncogénicos y 92,00% (276/300) de coinfecciones. Se
identificaron mayoritariamente los VPH 58, 70, 53, 35 y 16, en orden de frecuencia. De las
secuencias del VPH16, el 69,04% (29/42) se agrup6 con el linaje Ay el resto con el D. Las 15
secuencias del VPH58 correspondieron al linaje A. ElI VPH16, en infecciones simples o en
coinfecciones, se asocid a lesiones de alto grado y CaCU. Las mujeres con nivel educacional
basico, solteras, obreras, con inicio precoz de las relaciones sexuales, tuvieron mayor
probabilidad de infeccion viral (p<0,05). Aunque el VPH58 fue el mas frecuente, no se asocio al
CaCU, a menos que estuviera coinfectando con VPH16. La frecuencia elevada de VPH58 y de
variantes mas oncogenicas del VPH16, indica la necesidad de intensificar el programa de
deteccion precoz del CaCU vy fortalecer el programa de vacunacion en la region Litoral del

Ecuador.
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Introduccion

. INTRODUCCION

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es el agente etioldgico del cancer cervicouterino (CaCU)
(1-3). Esta enfermedad se ubica como el cuarto tipo de cancer méas frecuente en las mujeres a
nivel mundial, y el segundo mas comun en el grupo de 15 a 44 afos (4). Este virus no solo
provoca CaCU, sino que también se encuentra asociado a otros tipos de cancer, como las

neoplasias anogenitales y las de cabeza y cuello (5).

De acuerdo con los datos del ultimo informe GLOBOCAN, realizado por la Agencia
Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC, por sus siglas en inglés, International
Agency for Cancer Research), en el afio 2020, en el mundo se diagnosticaron 527 624 nuevos
casos de CaCU y 265 672 muertes por esta patologia. La incidencia varia sustancialmente por
region geografica. Para ese afio, se reportaron en Africa, 99 038 casos; en Asia, 284 823; en
América, 83 195; y en Europa, 58 373 casos (6).

El CaCU esta asociado fuertemente con el nivel de desarrollo del pais, expresado a través del
indice de Desarrollo Humano (IDH). Paises con un bajo IDH poseen una tasa de incidencia,
cuatro veces, mas elevada que aquellos paises con un mayor IDH. Esta relacion inversamente
proporcional, es aplicable a otros datos epidemioldgicos tales como, la tasa de supervivencia de 5
afios, que no sobrepasa el 20 % en aquellas mujeres con CaCU de paises con bajo IDH, sin
embargo, sobrepasa el 65 % en aquellos paises que ostentan un IDH alto (5, 6).

Es por ello, que el CaCU es un problema importante de salud publica entre las mujeres que viven
en paises en vias de desarrollo, especialmente en América Latina y el Caribe (7-9). Se calcula que
esta enfermedad provoca la muerte de 37 640 mujeres cada afio en la region, lo que representa
una pérdida econdmica mayor a 3,6 mil millones de ddlares americanos (USD). Esta patologia
impacta desproporcionadamente a los estratos sociales mas pobres y a las regiones econdémicas
menos desarrolladas. Por ejemplo, Latinoamérica posee una tasa de CaCU tres veces mas alta que
Estados Unidos y Canada (7).

Si bien en Latinoamérica se observa una reduccion de la mortalidad anual entre los afios 2000 y
2019, de 31 000 a 28 000 defunciones, esta disminucidn no esta distribuida de manera equitativa

(10). En varios paises latinoamericanos la tasa de mortalidad anual ha disminuido, sin embargo,
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en otros, aumento, tal es el caso de Bolivia (7, 10), a pesar de que la Organizacion Panamericana
de la Salud (OPS), ha concentrado esfuerzos adicionales para fortalecer los programas de
prevencion, deteccidn precoz y control del CaCU (11).

En Ecuador, cada afio se diagnostican cerca de 2 094 nuevos casos de CaCU y se reportan
aproximadamente 1 026 decesos (12). Esta neoplasia constituye el segundo tipo de cancer en la
poblacion femenina ecuatoriana con una tasa de incidencia de 20 por 200 000 mujeres (12). Es el
tipo de cancer mas comun en mujeres con edades comprendidas entre 15 y 44 afos, por lo que
también ocupa el primer lugar dentro de las causas de mortalidad femenina en el grupo de edad
fértil (12). Esta patologia demanda una cantidad considerable de recursos del estado ecuatoriano

y por parte de la poblacién afectada (13).

Varios estudios realizados en los ultimos 30 afios establecen que los genotipos de VPH asociados
al desarrollo del CaCU, los cuales se clasifican como genotipos de alto riesgo oncogénico (VPH-
AR), son los tipos 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 73, 82 (4, 13-
15). En este grupo, se destacan los tipos 16 y 18, a los cuales se les considera como los
responsables del 70 % de los casos de CaCU a nivel mundial. De acuerdo a estos datos, el patron
de circulacién de los VPH-AR establece que los genotipos 16 y 18, son los més frecuentes en
mujeres con lesiones cervicouterinas de alto grado y CaCU (4, 13-17). En el continente asiético,
en particular, China y Japdn, se sefiala que después de los VPH 16 y 18, los tipos, 31, 33, 35, 52,
53 y 58, presentan frecuencias altas y asociacion significativa con lesiones malignas (18, 19). En
Latinoamérica se destaca la prevalencia mas elevada para los tipos 16 y 18 (20). Recientemente,
en investigaciones efectuadas en el noreste de Brasil y sur de México, se reportan prevalencias
altas, también para otros tipos de VPH diferentes al 16 y 18, en particular los VPH 33 y 58 (21-
23).

El perfil epidemiolégico del VPH en el Ecuador permanece inconcluso, aun cuando la tasa de
incidencia y mortalidad por CaCU es notablemente alta dentro del continente Latinoamericano.
En los ultimos 20 afos, al igual que en el resto de Latinoamérica, se han realizado pocas
investigaciones sobre la epidemiologia del VPH. La mayor parte de los estudios efectuados en
Ecuador se basan en métodos variados de deteccion vy tipificacion viral, por lo que existen
maultiples discrepancias en cuanto a la prevalencia de los genotipos de VPH de mayor circulacion
(24, 25). Sin embargo, en investigaciones realizadas en los dltimos afios, se demuestra que

aunque el VPH 16 circula con frecuencia elevada en la poblacion femenina ecuatoriana, aunque
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el VPH 58 muestra una tendencia al incremento en los casos con lesiones malignas, lo cual
constituye un dato con marcada novedad cientifica para la region, por los pocos trabajos
referentes a este tema en el pais (26-28).

La infeccion persistente por VPH puede provocar lesiones cervicales de alto grado, que
finalmente conduciran al desarrollo del CaCU (29). La persistencia viral en la condicion esencial
para la génesis del CaCU y se relaciona especificamente con los genotipos de alto riesgo
oncogenico, condicionada por la expresion o sobreexpresion de ciertos genes virales. Se describe
la existencia de tres eventos fundamentales durante la infeccion persistente con VPH-AR como
promotores del CaCU: la integracion del acido desoxirribonucleico (ADN) viral al genoma de la
célula hospedera, la expresion de las oncoproteinas virales E6 y E7 y finalmente las complejas
interacciones entre E6/E7 y las proteinas celulares (30).

Ademas, las variaciones del genoma de los VPH-AR pudieran influir en cualquier etapa de la
infeccion viral y su capacidad para inducir CaCU, por lo que ademas de la heterogeneidad
patogénica de los tipos de VPH, varios estudios indican la importancia de la determinacién de las
variantes y linajes filogenéticos de VPH y su asociacion con diferentes riesgos de progresion al
cancer. Los VPH se clasifican de acuerdo a la similitud de su secuencia de ADN en variantes
virales, las cuales han evolucionado a partir de un ancestro comun, probablemente
originado en Africa, hace mas de 200 000 afios. Estas variantes se clasifican en linajes cuando
sus genomas completos difieren entre un 1-10 % y en sublinajes entre 0,5-1 %.

Dichas variantes se denominan de acuerdo a su origen geogréafico y sus relaciones filogenéticas,
como Linaje A (europeas Y asiaticas), Linajes B y C (africanas) y Linaje D (asiatico-americanas).
Una observacion interesante es el contraste entre la relativa homogeneidad del linaje A (europeo)
en comparacion con la heterogeneidad en los linajes no europeos (linajes B/C/D) (31).

El VPH 16 es el mas estudiado hasta la fecha, para el cual, ademas de las variantes de los
principales linajes se han identificado hasta la fecha 16 sublinajes, el linaje A abarca 4 sublinajes:
Al-3 (donde se incluyen todas las secuencias europeas) y A4 (secuencias asiaticas); los linajes B
(africanos 1) y C (africanos 2), incluyen 4 sublinajes cada uno (B1-4 y C1-4, respectivamente) y
el linaje D, incluye 4 sublinajes: D1 (norteamericano), D2 y D3 (asiatico-americano) y D4. Con
respecto a la importancia clinica de estos sublinajes, los estudios de asociacion a nivel mundial

indican que, en comunidades multiétnicas como las latinoamericanas, las variantes pertenecientes
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a los linajes no europeos son mas agresivas que las pertenecientes a linajes europeos en su

relacion con la progresion hacia el CaCU (31).

Un numero creciente de datos epidemioldgicos, etiolégicos y moleculares sugiere que las
variantes del mismo tipo de VPH pueden ser biologicamente distintas y pueden conferir riesgos
patogénicos diferenciales. Se ha demostrado que la variabilidad de nucledtidos dentro la region
no codificante del genoma de VPH conduce a diferencias en la afinidad de unién de algunos
factores transcripcionales celulares y al aumento de la expresidn de los oncogenes virales E6 y E7
(32-37). Ademas, los estudios in vivo e in vitro revelan diferencias en las propiedades
bioquimicas y biologicas de E6 y E7 entre variantes moleculares. Estos resultados son
importantes para el desarrollo de vacunas y para determinar hasta qué punto la inmunizacion con
particulas similares al virus (VLP, del inglés, virus like particles) L1 de una variante podria

inducir anticuerpos que neutralicen de forma cruzada contra otras variantes (32-37).

No obstante, existen mdltiples factores involucrados en la carcinogénesis cervical asociada al
VPH. Entre estos factores se encuentran los del hospedero, y los méas estudiados son la
multiparidad, el tabaquismo, el uso de contraceptivos orales por largos periodos, conductas
sexuales de riesgo, como el cambio frecuente de pareja y la practica de sexo desprotegido, el bajo
nivel socioecondémico, y otros factores ambientales, sociales y culturales que han sido
identificados por la literatura cientifica (38, 39). En el Ecuador ain no se definen los factores de
riesgo, virales o externos, que se encuentran mayormente asociados con el desarrollo de las
lesiones precursoras del CaCU, tampoco se define un patron de circulacion viral por regiones

geograficas dentro del pais.

Dentro de este contexto, se evidencia que la situacion epidemioldgica del VPH y del CaCU en el
Ecuador representa un punto crucial en el marco de la salud pablica, que requiere evidencias
desde el punto de vista cientifico, para lograr acciones encaminadas a la disminucién de las tasas
de incidencia y mortalidad por CaCU en las mujeres ecuatorianas. En los ultimos afios se han
venido desarrollando algunos estudios encaminados a establecer los genotipos de VPH mas
prevalentes y los factores de riesgo mayormente asociados al desarrollo del CaCU en la
poblacién ecuatoriana (40, 41). En este sentido, algunas investigaciones evidencian el posible
papel del VPH 58 y otros genotipos de alto riesgo, diferentes del 16 y 18, en la etiologia del
CaCU. En dichos estudios, los autores identificaron la presencia del VPH 58 como uno de los

mas frecuentes, tanto en pacientes con lesiones cervicouterinas como en mujeres sanas (26, 27).
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Sin embargo, la informacion resultante es heterogénea, parcial y representa Unicamente

realidades locales, sin considerar el contexto nacional.

Con la reciente introduccion en el Ecuador de las vacunas comerciales contra el VPH, es esencial
identificar los tipos y variantes genéticas virales que circulan en las diferentes regiones del
Ecuador, su asociacion con caracteristicas sociodemograficas, clinicas y epidemioldgicas de la
poblacion ecuatoriana y en especial, con el desarrollo del CaCU. Por esta razon, el presente
trabajo se propone definir la frecuencia de genotipos y variantes genéticas del VPH circulantes en
mujeres mayores de 30 afos, residentes en la region Litoral del Ecuador, su asociacion con el
desarrollo de lesiones cervicales y con factores sociodemogréaficos y clinico-epidemioldgicos.
Como poblacion de estudio se consideraron a las mujeres residentes en la region Litoral (region
mas poblada del Ecuador), con una edad igual o mayor a 30 afios y que hubieran sido
diagnosticadas con lesiones intraepiteliales cervicales o CaCU. Se considerd estudiar este grupo
etario ya que, de acuerdo con la literatura cientifica, es el que tiene mayor riesgo de desarrollar

lesiones precursoras y CaCU a mediano y largo plazo (41).

La informacion generada aportard evidencia homogénea y ampliada sobre la situacion
epidemioldgica del VPH en el Ecuador y hara posible estimar el posible impacto de las vacunas
disponibles en el mercado y de los programas para la deteccién precoz del CaCU.

I.1. Preguntas de investigacion

¢Cudles son las caracteristicas clinico-epidemioldgicas asociadas a las lesiones cervicales

precursoras y al CaCU presentes en la poblacion objeto de estudio?

¢ Cuales son los principales genotipos de VPH asociados a las lesiones cervicales precursoras y al

CaCuU presentes en la poblacién analizada?

¢Existen variantes intratipicas asociadas a lesiones cervicouterinas de alto grado en los genotipos

de VPH mas frecuentes de la poblacion investigada?
¢ Cual es la frecuencia de las infecciones multiples por VPH en las mujeres infectadas?

¢Existen combinaciones de VPH que presenten una asociacion significativa con lesiones

cervicales precursoras y con el CaCU, en las mujeres incluidas en el estudio?

Para dar respuesta a las preguntas de investigacion se formuld la siguiente hipotesis y se

plantearon los objetivos del trabajo.
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1.2. Hipdtesis

En mujeres con lesiones cervicales, residentes en la region Litoral del Ecuador, los genotipos del
Virus de Papiloma Humano circulantes y sus variantes genéticas asociadas a determinadas
caracteristicas clinicas, epidemiologicas y sociodemogréaficas, muestran un patron diferente al de

otras regiones de Latinoamérica y el mundo.
1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Determinar la circulacion de genotipos y variantes genéticas del Virus de Papiloma Humano en
mujeres de la region Litoral del Ecuador, y su asociacion con la presencia de lesiones

intraepiteliales cervicales, factores sociodemogréaficos y clinico-epidemioldgicos.

1.3.2. Objetivos Especificos

1. ldentificar los genotipos del Virus del Papiloma Humano e infecciones multiples, en
mujeres ecuatorianas con lesiones intraepiteliales cervicales y cancer cervicouterino,
residentes en la region Litoral del Ecuador.

2. Definir las relaciones filogenéticas y variantes intratipicas de los genotipos del Virus del
Papiloma Humano identificados en la poblacion estudiada, con respecto a los que circulan
en América Latina y el Mundo.

3. Determinar la asociacion entre los resultados de los estudios viroldgicos y las variables
clinico-epidemioldgicas y sociodemograficas, de las pacientes incluidas en el estudio.

1.4. Novedad cientifica

»  Primer estudio realizado sobre la epidemiologia del Virus del Papiloma Humano en mujeres
con lesiones cervicouterinas de todas las provincias de la region Litoral del Ecuador.

*  Primer estudio en la region Litoral del Ecuador que demuestra una frecuencia elevada de
infecciones multiples por VPH en mujeres mayores de 30 afios, con lesiones cervicouterinas
y CaCuU.

«  Primer estudio realizado en el Ecuador donde el mayor porcentaje de las mujeres infectadas
por VPH son casadas y amas de casa.

»  Por primera vez se publican en el banco de genes la mayor cantidad de secuencias parciales

del gen L1 de diferentes genotipos de VPH identificados en mujeres ecuatorianas.
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«  Primer estudio del Ecuador donde se muestra que ciertas combinaciones de genotipos de
VPH son factores de riesgo para el desarrollo de lesiones cervicales premalignas y cancer
cervical en mujeres infectadas.

» Se determina por primera vez que co-circulan en mujeres de la region Litoral, dos linajes
diferentes de VPH 16.

»  Se determina, por primera vez, que el VPH 58 es el genotipo mas prevalente en las mujeres
infectadas por VPH procedentes de la region Litoral del Ecuador.

1.5. Valor tedrico y practico

» El porcentaje elevado de mujeres “amas de casa” infectadas con VPH plantea nuevas
interrogantes sobre el impacto de esta ITS y del machismo en la transmision. Estos aspectos
deberian ser abordados por nuevos proyectos de investigacion social y biomédica y por la
Autoridad Sanitaria Nacional del Ecuador para establecer estrategias de control y prevencion
de este agente infeccioso.

» La circulacién predominante de los VPH de alto riesgo, tipos 58, 31, 33 y 35, plantea una
actualizacion del esquema vacunal contra el VPH en el Ecuador, dado que estos genotipos no
forman parte de las vacunas comerciales bivalentes que son empleadas actualmente en el
plan de inmunizacion ejercido por la Autoridad Sanitaria Nacional.

» La presente investigacion aporta informacion tedrica para proponer la introduccion de una
vacuna contra el VPH, que incluya los genotipos mencionados, lo que reforzara los esquemas
de vacunacion.

» La proporcion elevada de mujeres positivas a VPH, con lesiones precursoras o0 CaCU y sin
sintomas clinicos o trastornos ginecoldgicos evidencia la necesidad de intensificar la
pesquisa activa para detectar precozmente la infeccion viral y la presencia de lesiones
cervicouterinas.

* EIl uso de los métodos moleculares de deteccidn vy tipificacion constituyen herramientas
robustas en el de manejo, control y monitoreo de las pacientes infectadas. Estas herramientas
podrian ser utilizadas por los hospitales del Ministerio de Salud Pdblica (MSP) y la red de
centros oncoldgicos nacionales para dar prioridad a aquellas pacientes que requieren
intervencion médica a corto plazo.

» El hallazgo de la circulacion del linaje asiatico del VPH 16 en mujeres de la region costera

del Ecuador, es un elemento que deberia ser considerado en el manejo y prondstico de las
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pacientes infectadas con este genotipo viral, pues son las que poseen un riesgo incrementado
para desarrollar CaCU a corto plazo.

La informacion generada por esta investigacion ha permitido la publicacién de dos articulos
cientificos y su presentacion en diversos eventos cientificos. También ha contribuido al
desarrollo de dos tesis de maestria en biotecnologia molecular y cuatro tesis de pregrado en

biologia.

. Publicaciones cientificas que avalan el resultado

Bedoya C, Sanchez Giler S, Zambrano D, Herrera A, Silva A, Kuon Yeng C, et al.
Caracterizacion clinica e histopatologica de la infeccion por Papiloma Virus humano de
muestras de cérvix. Hospital Teodoro Maldonado Carbo “IESS.” Rev Cienc UNEMI. 2017;
10 (23): 105-111.

Bedoya-Pilozo CH, Medina Magies LG, Espinosa-Garcia M, Sanchez M, Parrales

Valdiviezo JV, Molina D, et al. Molecular epidemiology and phylogenetic analysis of human
papillomavirus infection in women with cervical lesions and cancer from the coastal region
of Ecuador. Rev Argent Microbiol. 2018; 50 (2):136-46.

Ceésar_Humberto Bedoya Pilozo, Yudira Soto Brito, Maylen Espinosa Garcia, Peter

Chedraui Alvarez, Gustavo Saul Escobar Valdiviezo, Rita Loja Chango, Sunny Sanchez
Giler, Vivian Kouri Cardella. Infecciones maltiples por Alphapapillomavirus, especie 9, en
mujeres ecuatorianas con lesiones intraepiteliales y cancer cervicouterino. Rev Cub Med
Trop. 2022; 74 (1).

Los eventos cientificos, los proyectos de investigacion y las tesis relacionados con el tema
aparecen en el Anexo 1.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Historia

Desde la antigiiedad, los griegos y romanos consideraban a las verrugas cutaneas y genitales
productos de la promiscuidad sexual. A mediados del siglo X1X, el médico italiano Rigoni-Stern
comprob6 que el cancer cervical era muy frecuente en mujeres casadas, viudas y prostitutas, y
bastante raro en mujeres virgenes. Esta observacién lo condujo a la conclusién de que el cancer
cervical tenia una transmision sexual. Ciuffo, en 1907 establece la naturaleza viral de esta
infeccion, a través de la auto-inoculacion de extracto de verrugas, el cual estaba libre de células y
fue capaz de provocarle la formacion de estas lesiones (42). Este hecho es luego corroborado en
los afios 40 con la microscopia electronica (43). Sin embargo, a partir de ese momento, debido a
la falta de modelos animales y de aislamiento por cultivo celular, no se dan mayores avances en
el campo de la etiologia del cancer cervical. A finales de los afios 60 y principios de los 70, se
retoma la investigacion, con la caracterizacion del virus presente en las verrugas por microscopia
electronica. Se les define como virus de ADN de doble cadena y se les reconoce como el virus de
las verrugas. Se determina, ademas, la heterogeneidad de este nuevo agente viral mediante

estudios de aglutinacién, antisueros y ensayos de hibridacion (44, 45).

Al principio, el virus de las verrugas se identifica como un virus de la familia Herpesviridae, del
tipo del Herpes Simplex 2. No obstante, estudios realizados por el grupo del Dr. Harald zur
Hausen en 1974 descartan esta hipotesis al no poder identificar el ADN de este virus en muestras
de cancer cervical. Tomando esta evidencia, zur Hausen propone que el virus de las verrugas,
Ilamado entonces Virus del Papiloma Humano (VPH), pertenece a un nuevo grupo taxonémico
viral, que al principio se agrup6 con los Poliomavirus en la familia Papoviridae, pero con la
profundizacién en el conocimiento de sus caracteristicas bioldgicas y su papel en la etiologia del
cancer cervical, se clasificd en una familia independiente, la familia Papillomavidae (46). Asi, el
Dr. zur Hausen hace un Ilamado para el desarrollo de nuevas investigaciones sobre el VPH y
posibles vacunas para la lucha contra el cancer cervical. Inicialmente, la comunidad cientifica se
mantiene escéptica con este hallazgo, pero durante la década de los 80s, se realizan grandes

avances en este campo. Se descubren nuevos tipos de VPH como el 6 y el 11, y partir de biopsias
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de céncer cervical, los tipos oncogénicos 16 y 18. Se logra reproducir in vitro la oncogénesis de
este nuevo virus, primero en células de roedores y luego en queratinocitos (15, 47).

Con el descubrimiento de las funciones oncogeénicas de las proteinas virales E6 y E7 se logra
definir la via carcinogénica de este nuevo virus. En los afios 90, se demuestra la distribucién
mundial de este nuevo virus, que esta asociado con el 99 % de los casos de cancer cervicouterino
(CaCU), el 90 % de los de la regién anogenital y en menor grado, con otras neoplasias

localizadas en diferentes sitios anatomicos (44, 45).

11.2. Caracteristicas generales del VPH

El VPH se considera el virus de transmision sexual mas comun, el agente etioldgico del CaCU, y
en general de los canceres de la region anogenital (44, 45). En la década de 1990, se confirmé la
relacién causal entre el VPH y el cancer de cuello de utero, siendo el carcinoma de celulas
escamosas (CCE), el tipo histologico mas frecuentemente diagnosticado (80-90 %), seguido por

el adenocarcinoma (15, 47).

El VPH tiene un tropismo definido por los epitelios estratificados de piel y mucosas y es también
el causante de verrugas con morfologias variadas en ambas localizaciones. Ademas, tiene la
capacidad de persistir en las células basales infectadas, y durante la persistencia viral
determinados genotipos pueden integrar su genoma al ADN nuclear del hospedero, alterando el
ciclo celular y originando neoplasias, no s6lo cervicouterinas, sino en otros sitios anatdmicos, tal

es el caso de las neoplasias anales, vulvares, orofaringeas y laringeas (48).

Son virus desnudos, la capsida viral presenta simetria icosaédrica, tiene un didmetro de 55 nmy
estd compuesta por 72 capsémeros, de los cuales 60 son hexonas y el resto pentonas. Esta
formada por dos proteinas estructurales; una de ellas denominada L1, se conoce como la proteina
mayoritaria de la capsida y la otra proteina estructural, L2, que se conoce como proteina
minoritaria de la capsida por representar un menor porcentaje dentro de la misma (Figura 1). Al
ser virus desnudos, los VPH son relativamente resistentes al calor y a los solventes organicos,

incluso muestran una resistencia y estabilidad mayor que otros virus desnudos (49, 50).

10
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Figura 1. Representacion estructural del Virus del Papiloma Humano. Fuente: (50).

11.3. Organizacion genomica del VPH

Los VPH presentan la misma organizacion gendmica para todos los genotipos existentes. Se trata
de un ADN circular de doble hebra lineal de 8 kb, con un diametro de 52-55 nm. Posee en
promedio ocho marcos abiertos de lectura (MAL), que son expresados a traveés de &cidos
ribonucleicos mensajeros (ARNm) policistronicos (49, 50). Este codifica para nueve genes, los
cuales se clasifican en: Regiones tempranas (E, por “early” en inglés) y contienen
aproximadamente 4000 pares de base (pb). Incluyen los genes E1, E2, E4, E5, E6 y E7 que
codifican para proteinas transformadoras, replicadoras y reguladoras. La Region tardia (L, por
“late” en inglés), posee 3000 pb y comprende los genes L1 y L2 que codifican para proteinas
estructurales de la capsida. La Region reguladora, conocida como la Region Larga de Control o
LCR, por sus siglas en inglés (Long Control Region), contiene 1000 pb y en ella se encuentran
los sitios donde se unen los factores de transcripcion, que controlan la replicacion viral y la
expresion génica (51, 52). La organizacion del genoma de VPH se ilustra en la figura 2.

La funcion de los genes localizados en las diferentes regiones del genoma del VPH, asi como de

las proteinas codificadas, se resume en la Tabla 1.

11
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Figura 2. Estructura del genoma del Virus del Papiloma Humano, género Alpha. Region E
temprana que contiene los genes E1, E2, E4, E5 y los oncogenes E6 y E7 causantes de la
transformacion maligna de la célula infectada. E1 y E2 mantienen bajos los niveles de expresion
de E6 y E7. La integracion al genoma de la célula infectada ocurre en las regiones E1 y E2,
produciéndose sobre expresion de los oncogenes virales. Fuente: Modificada de Doorbar, J. y
cols. 2015 (53).

Tabla 1. Principales funciones de regiones del genoma y las proteinas del VPH.

REGION FUNCION
LCR Sitio de union de factores de transcripcion, controla la expresion génica.

E6 Promueve la inmortalizacion celular mediante la degradacion de p53, modifica
la adhesion celular y la diferenciacion por la degradacion Tap63 y p73.

E7 Promueve la degradacion de pRb permitiendo la progresion de la fase S del
ciclo celular, induce a la inestabilidad cromosomal.

E5 Induce a la proliferacion celular, contribuye a la evasion de la apoptosis,
regula a la baja la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad.

E1l ADN helicasa dependiente de ATP, participa en la replicacion viral.

E2 Co-activador de la replicacion del ADN viral, represor transcripcional de E6 y

E7, regula el ciclo celular y la apoptosis, interactia con la cromatina para la
segregacion del genoma viral.

E4 Se une a las proteinas del cito-esqueleto para alterar su estructura en la fase
G2.

L1 Proteina estructural mayoritaria, se auto ensambla en capsémeros, interactua
con la proteina L2 para formar la capsida.

L2 Proteina menor de la capsida.

Fuente: (51, 52).

12
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11.4. Organizacion estructural del VPH

Las proteinas que forman la cépsida contienen 360 copias de la proteina mayoritaria (L1) y de la
proteina minoritaria (L2), solo 12 copias. L1, es una proteina de 55 kD, constituye el 83 % de la
capsida, posee la capacidad de auto ensamblarse espontaneamente en particulas similares a virus
(VLP- del inglés, virus like particles). Asi mismo, ayuda en el ensamblaje de estos VLP hacia las
células diferenciadas de las capas superficiales del epitelio cervical. Las VLP ensambladas, son
inmunogenos potentes probablemente debido a la capacidad de reconocimiento de las células B y
de sus epitopes de superficie, ademas presentan una superficie exterior indistinguible del virién
nativo. Es por ello que la region L1, es utilizada como diana para el disefio de vacunas
profilacticas contra el VPH (51, 52).

I11.5. Taxonomia

Estos virus pertenecen a la familia Papillomaviridae (49). Los géneros de esta familia se han
designado con letras griegas (Ejemplo Alphapapillomavirus). Hasta el momento hay 39 géneros,
pero el VPH contiene especies en cinco de estos géneros: Alphapapillomavirus,
Betapapillomavirus, Gammapapillomavirus, Mupapillomavirus y Nupapillomavirus (Tabla 2)

(51, 52, 54, 55).

Tabla 2. Clasificacion taxondmica del VVPH.

GENEROS ESPECIES | TIPOS
Alphapapillomavirus 14 61
Betapapillomavirus 5 46
Gammapapillomavirus 27 77
Mupapillomavirus 2 1
Nupapillomavirus 1 1

Fuente: Tomado de, de Villiers & Fauquet, 2004 (54) y Bernard y cols., 2013 (51), corregido
por Van Doorslaer y cols., 2018 (52).

Los «grupos filogenéticos» de los VPH a nivel de especies, se designan por la letra griega
asociada con el género, combinado con un nimero, por ejemplo, Alpha-9. A nivel de especie, la
nomenclatura es definida por el grupo que se dedica al estudio de los Papillomavirus dentro del
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, International Committee for Taxonomy of

Viruses, por sus siglas en inglés) (51, 52, 54, 55).

13
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La clasificacion del VPH esta basada en la secuencia nucleotidica del MAL, que codifica para la
proteina mayoritaria de la capsida L1, el cual es el mas conservado de los genes dentro del
genoma. Se usa el término «génerox», cuando comparten entre el 23% y el 43 % de identidad de
secuencia de nucledtidos en la longitud completa de los genomas y menos del 60 % de identidad
de secuencia de nucleétidos del MAL de L1. Las «especies» se definen cuando dentro de un
género, comparten entre el 60 % y el 70 % de identidad de la secuencia de nucledtidos del MAL
de L1 (51, 52, 54, 55).

Dentro de las especies de VPH se encuentran los llamados «tipos» 0 «genotipos» y se designan
como VPH, seguido de un namero (Por ejemplo, VPH 16). En el caso de que un genoma
completo sea aislado, clonado y secuenciado, se considera que es variable si el MAL de L1
difiere en mas de 10 %, a partir del tipo de VPH mas cercano conocido, pasando a ser un nuevo
tipo (51, 54, 55). Las diferencias entre 2 % y 10 % de homologia se definen como subtipo y
menos de 2 % definen una variante. A los nuevos tipos de VPH se le asigna un Unico nimero,
solamente después de que todo el genoma ha sido clonado y registrado por el Centro de
Referencia Internacional de VPH (Tabla 2). Hasta la actualidad, se han identificado unos 360
potenciales genotipos diferentes de VPH (51, 52, 54, 55).

En atencion a propdsitos de salud publica, las investigaciones se centran en el estudio del VPH
dentro del género Alphapapillomavirus por la asociacion con lesiones patoldgicas y oncogénicas
(56). Esta familia estd compuesta por los linajes, variantes y sublinajes, que también se organizan
en grupos de especies: Alpha-3 (VPH 61), Alpha-5 (VPH 26, 51, 69 y 82), Alpha-6 (VPH 30, 53,
56, 66), Alpha-7 (VPH 18, 39, 45, 59, 68, 70, 85 y 97), Alpha-9 (VPH 16, 31, 33, 35, 52, 58 y
67), Alpha-10 (VPH 6 y 11) (57).

Los genotipos de la especie Alphapapillomavirus-9 han demostrado poseer una gran importancia
clinica y epidemiologica, pues incluyen al VPH 16, genotipo de VPH de “alto riesgo” (VPH-AR),
gue es altamente prevalente y carcinogeénico, al igual que los VPH 31, 33, 35, 52 y 58; siendo la

excepcion el VPH 67 debido a su baja prevalencia (51).

Hasta el momento, se han asociado casi 180 genotipos diferentes del VPH a las infecciones de la
mucosa genital y se clasifican en tres grandes grupos, de acuerdo al epitelio que infectan:

cutaneos, Epidermodisplasia Verrugociforme (EV) y mucosos. Los tipos de VPH mucosos

14



Revision Bibliogrifica

asociados con lesiones benignas (tipos 6 y 11 principalmente) son conocidos como tipos de “bajo

riesgo” (VPH-BR) y se detectan preferentemente en los condilomas acuminados (51).

11.6. Variantes genéticas del VPH

El genoma del VPH 16, con 7904 pb, se secuencid por primera vez por Seedorf y cols., en 1985
(58). Desde entonces, se han encontrado muchas variantes de origen natural. Una variante de
VPH es un genoma definido por una combinacion Unica de polimorfismos de un simple
nucleotido (SNP, del inglés single nucleotide polymorphisms), con una variacion de menos de 2
% en la region codificante y menos de 5 % en las regiones no codificantes (59). Una propuesta
reciente define los linajes como las principales variantes, por una diferencia de aproximadamente
el 1,0 % entre los genomas completos del mismo tipo de VPH, mientras que las diferencias de 0,5

% a 0,9 % entre genomas, son considerados sublinajes (57).

La diversidad gendmica es, a menudo, menor en regiones conservadas, pero muy alta en regiones
no codificantes, especialmente en la region LCR. Numerosas variantes de todos los tipos de virus
del papiloma que son diagnosticados en la rutina clinica, se han encontrado en humanos. Ciertas
variantes de cada tipo pareceria que han evolucionado en las poblaciones humanas de acuerdo a
las zonas geograficas. Esto parece evidente, ya que muchos tipos de VPH son mas prevalentes en

algunos grupos étnicos y ausentes o raros en otros (57, 60, 61).

De acuerdo a estos datos, las variantes de VPH se denominan en correspondencia con su origen
geografico y sus relaciones filogenéticas como: Linaje A (europeas y asiaticas), Linajes By C
(africanas) y Linaje D (asiatico-americanas). Una observacion interesante es el contraste entre la
relativa homogeneidad del linaje A (europeo) en comparacién con la heterogeneidad en los
linajes no europeos (linajes B/C/D) (31).

Se han identificado variantes o linajes, y sublinajes, para una gran variedad de VPH, en el Anexo
2 se muestran las variantes genéticas del género Alphapapillomavirus, asociadas principalmente a
lesiones en humanos. Sin embargo, es importante destacar que la variabilidad genética del VPH
se ha estudiado con mayor profundidad en los genotipos oncogénicos méas frecuentemente

asociados al CaCU, especificamente los de las especies Alpha 7 y 9 (Figura 3).

15



Revision Bibliogrdfica

Familia Alpha 9 Familia Alpha 7

Figura 3. Arboles filogenéticos que muestran tipos representativos y variantes de linajes y
sublinajes de las especies Alpha 7 y 9. La longitud de las lineas discontinuas y sélidas representa
la distancia entre los aislamientos, aunque el numero de cambios es diferente para estas dos
lineas; la escala se indica en la esquina superior izquierda de la figura. Fuente: Adaptada de Burk
y cols., 2013 (57).

A) VPH 16 , o1 \ B) VPH 58
'z,

y’

Figura 4. Arboles filogenéticos que muestran tipos representativos y variantes de linajes y
sublinajes de A) VPH 16 y B) VPH 58. La longitud de las lineas discontinuas y sélidas representa
la distancia entre los aislamientos. Fuente: Adaptada de Burk y cols., 2013 y de Cornet y cols.,
2012 (57, 60).
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El VPH 16 es el mas estudiado hasta la fecha, para el cual, ademas de las variantes de los
principales linajes se han identificado hasta la fecha 16 sublinajes, el linaje A abarca 4 sublinajes:
Al1-3 (donde se incluyen todas las secuencias europeas) y A4 (secuencias asiaticas); los linajes B
(africanos 1) y C (africanos 2), incluyen 4 sublinajes cada uno (B1-4 y C1-4, respectivamente) y
el linaje D, incluye 4 sublinajes: D1 (norteamericano), D2 y D3 (asidtico-americano) y D4 (31).
El VPH 58 también refleja una variabilidad genética asociada con su distribucion geogréfica y
sus relaciones filogenéticas, pero la heterogeneidad de los sublinajes, hasta el momento, es

mucho menor a la observada para VPH 16 (Figura 4) (57).

Con respecto a la importancia clinica de estos sublinajes, los estudios de asociacion a nivel
mundial indican que, en comunidades multiétnicas como las latinoamericanas, las variantes
pertenecientes a los linajes no europeos son mas agresivas que las pertenecientes a linajes

europeos en su relacién con la progresion hacia el CaCU (31).

La contribucion de las variantes genéticas a la carcinogénesis del cancer cervicouterino puede ser
dividida en 4 formas: (1) Adquisicion de la infeccién por exposicion (diferencias en la
infectividad); (2) persistencia a largo plazo (mayor a uno o dos afios puede reflejar diferencias
virales en la respuesta inmunitaria del hospedero u otras propiedades bioldgicas; (3) el desarrollo
de lesiones cervicales precursoras debido a la persistencia (diferencias en la desregulacion de la
diferenciacion celular o acumulacion de cambios celulares somaticos en las células premalignas o
del estroma; y por altimo, (4) invasion de células que contienen VPH. Se asumen que el cancer
cervicouterino mas invasivo pasa a través de todas las fases de lesién cervical, sin embargo,
existen diferencias significativas entre el carcinoma de células escamosas, m&s comun vy el

adenocarcinoma de cérvix, mas raro (57).

Los patrones de distribucion de las variantes en las poblaciones humanas actuales probablemente
pudieran tener dos origenes, antiguos cuellos de botella durante la evolucion y dispersion de los
grupos étnicos, y las infecciones luego del viaje y mezcla de poblaciones en tiempos mas
recientes. En algunos casos, las variantes de VPH se diseminan como genes que se heredan de

manera mendeliana y la carga viral de la poblacion refleja su composicion étnica (62).

11.7. Filogenia y evolucién del VPH

Segun los estudios filogenéticos se sugiere que estos virus tienen un origen monofilético y han

co-evolucionado con la especie humana, especulandose un origen africano (62, 63). Se ha
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demostrado que los diferentes genes tienen diferentes tasas de evolucién entre y dentro de los
tipos de VPH, por lo tanto, la diversificacion del VPH ha sido impulsada por multiples
mecanismos, incluyendo la recombinacion, y no sélo por la co-evolucion con los hospederos (64-
66). La variacion genémica del VPH 16 y del VPH 18 se ha estudiado ampliamente. EI VPH 58
presenta un proceso evolutivo muy similar al ocurrido con el VPH 16. Las variantes de estos
tipos virales forman arboles filogenéticos con ramas que contienen variantes con alta prevalencia
en cohortes de Africa, Europa o Asia oriental, con una de las ramas filogenéticas de Asia oriental,
que incluye las variantes que predominan en las poblaciones de nativos americanos. Por tanto,
estos arboles son un reflejo de la evolucion y la migracién del ser humano, su hospedero, en todo
el mundo. Se sugiere gque ciertas variantes aparecieron aproximadamente en el mismo momento

en que se formaron los principales grupos étnicos (64-66).

11.7.1. Coevolucion de los hominidos con los Virus del Papiloma Humano tipos 16 y 58

La filogeografia integral del VPH 16 muestra que el linaje A es dominante en Eurasia y las
Américas, las variantes de los linajes B y C son las mas prevalentes en Africa subsahariana y el
linaje D tiene una prevalencia mas alta en las Américas (67).

Esta dispersion geografica de las diferentes variantes del VPH 16 no puede ser explicada tan solo
por el proceso de coevolucién con las poblaciones humanas. La distribucién geografica actual de
la diversidad genética humana explica como maximo entre el 10 y el 15 % de la distribucion
geografica, observada para la diversidad genética del VPH 16. Por lo tanto, la reciente co-
divergencia virus-hospedero por si sola, proporciona poca capacidad explicativa para comprender
la evolucion del VPH 16. El escenario mas parsimonioso propone en cambio, un origen antiguo
de las variantes de VPH 16, donde cada poblacién de hominidos antiguos inicialmente coexistia

con una coleccién similar de variantes de VPH 16 (68).

La teoria mas reciente, expuesta en una investigacion de 2017, sugiere que los VPH tomaron dos
lineas evolutivas diferentes que co-divergieron con sus hospederos, dentro de cada poblacion de
hominidos antiguos en Africa y en Eurasia. Se plantea que el mestizaje posterior en Eurasia, entre
los neandertales/denisovanos y los ancestros de los humanos modernos, probablemente condujo a
eventos de persistencia de una fraccion de los VPH, debido al cambio de hospedero entre
hominidos antiguos, lo cual condujo a la coevolucion de un grupo de virus con relevancia clinica
hasta el dia de hoy (69).
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Una co-divergencia exclusiva en Eurasia creé una variante de VPH 16 distinta en los

neandertales/denisovanos que condujo al linaje A. En un punto de tiempo evolutivo posterior, en

los ancestros de los humanos modernos de Africa aparecen variantes de VPH 16 con una

diversidad genética distinta (B, C y D). Después ocurre la migracion fuera de Africa y la

introgresion repetida entre neandertales/denisovanos y ancestros humanos modernos en Eurasia,

como eventos paralelos. De esta forma se transmitio el linaje A de VPH 16 a los ancestros de los

humanos modernos, el linaje B solo queda en Africa y el linaje D en Eurasia (67).

Con estos hallazgos, podriamos explicar la pregunta sin resolver: por qué la variante A de VPH

16 esta practicamente ausente en Africa subsahariana, mientras que es la mas comun entre las

poblaciones fuera de Africa (67).

Es muy probable que las formas ancestrales de los linajes de VPH 16 hayan infectado a
todas las poblaciones humanas antiguas, al menos desde el Homo erectus en Africa.
Cuando las poblaciones de neandertales y denisovanas divergieron exclusivamente en
Eurasia hace unos 400 000 a 800 000 afios, portaban una muestra de variantes de VPH 16,
que evolucionaron hacia el linaje A.

Cuando ciertas poblaciones de ancestros de los humanos modernos emigraron desde
Africa hace unos 60 000 a 120 000 afios, llevaron consigo una muestra de infecciones por
VPH 16, donde estaban incluidos los linajes ancestrales B, C y D.

El mestizaje, en gran medida entre los neandertales/denisovanos y las poblaciones de
ancestros de los humanos modernos, resultdé en una introgresion que modulo
profundamente las respuestas inmunitarias de los ancestros de humanos modernos contra
las infecciones virales.

El mestizaje persistente entre humanos antiguos y modernos permitié la transmision
sexual de la variante A de VPH 16 de poblaciones antiguas a los ancestros de humanos
modernos.

La variante B de VPH 16 desapareci6 fuera de Africa con la primera ola de humanos
anatomicamente modernos que abandonaron el continente. Eventos historicos posteriores
(por ejemplo, el comercio de esclavos) llevaron a la reintroduccion méas reciente de esta

variante en las Américas.
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e El linaje CD de VPH 16 evolucion6 a linaje C en Africa y a linaje D en Eurasia. Este
ultimo linaje se extendid con mas éxito que otras variantes entre las poblaciones humanas

que originalmente colonizaron las Américas (68).

Por otra parte, el VPH 58 presenta un proceso evolutivo muy similar al ocurrido con el VPH 16.
Es conocido que el VPH 58 es uno de los tipos oncogénicos que se asocia a una alta proporcion
de canceres de cuello uterino en el este de Asia. Existen evidencias que indican que las variantes
de VPH son diferentes en cuanto a persistencia, carga viral y oncogenicidad, lo que sugiere que
cada linaje de VPH tiene una historia evolutiva diferente en su poblacion hospedera. Se estima
que la division inicial de las variantes de VPH 58 ocurrié hace 478 600 afios. Este tiempo de
divergencia esta dentro de la era de la especiacion entre el Homo sapiens y los
neandertales/denisovanos, y es alrededor de tres veces mayor que los tiempos de divergencia del
Homo sapiens moderno. Las variantes de VPH 58 pueden haber coevolucionado con hominidos
antiguos y dispersarse por todo el planeta a través del cruce entre hospederos y el flujo de genes
(70).

Existe una dispersion predominante de variantes A de VPH 58 en todo el mundo y de variantes
Al/A3 en Asia. Lo que es mas importante, los tiempos de divergencia estimados para las
variantes de VPH 58 son anteriores, en gran medida, a la reciente migracion fuera de Africa de
las poblaciones humanas modernas. Estos hallazgos confirman un escenario de cambio de
hospedero hominido, estimado previamente para VPH 16, y que muestra que la antigua co-
divergencia hominido-hospedero y los recientes eventos de cambio de hospedero, dieron forma a
la radiacion que observamos en el arbol filogenético de las variantes de VPH existentes (24). La
mayoria de las variantes del VPH que actualmente predominan en las poblaciones euroasiaticas,
podrian ser descendientes de la transmision viral de los neandertales/denisovanos a las

poblaciones humanas modernas, a través del entrecruzamiento y el flujo de genes (68, 70).

Este escenario también puede confirmarse, en parte, por las prevalencias muy bajas de ciertas
variantes del linaje A del VPH 58 (particularmente los sublinajes Al y A3) en las poblaciones
africanas actuales, lo que indica claramente que estas variantes eran de origen neandertal. La
transmision viral de los humanos modernos a los neandertales/denisovanos fue posible, en base a
la evidencia del flujo de genes antiguos de los primeros humanos modernos a los neandertales
orientales. Ciertos genes y codones especificos en las variantes de VPH 58, las cuales tienen un
mayor potencial carcinogénico y/o que estdn bajo seleccion positiva, pudieran tener
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implicaciones importantes para la especificidad del hospedero que infectan, la patogénesis y la
prevencion de enfermedades asociadas a este genotipo (68, 70).

11.8. Transformacion e integracion viral del VPH oncogénico

Cuando ocurre una transformacion celular causada por los VPH-AR, la célula es incapaz de
reparar los errores durante la replicacion del ADN, mediante el bloqueo de proteinas del ciclo
celular (71, 72).

De los tipos de VPH-AR que son principalmente asociados al CaCU, el 16 y el 18 se encuentran
presentes en un gran numero de lesiones neoplasicas avanzadas. La integracion viral ocurre con
mayor frecuencia en la region E1 o E2, que termina con su delecién o silenciamiento, lo cual
conduce a una sobreexpresion de los oncogenes virales E6 y E7 (73, 74). Asi mismo, los
transcriptos resultantes del virus integrado, son mas estables que los pertenecientes al ADN viral

episomal, y tienden a sobre expresarse (74).

Los oncogenes virales E6 y E7, que forman parte del genoma del VPH, son considerados
responsables de la transformacion de la célula epitelial infectada, asi como del mantenimiento del
fenotipo maligno. Estas proteinas virales pueden afectar muchas proteinas celulares, tales como
la proteina del Retinoblastoma (pRb), la proteina 53 (p53), y otras proteinas supresoras de
tumores. Estas afectaciones conducen a la extension de la duracion de la vida celular (incluyendo
la resistencia a la apoptosis), la sintesis de ADN, la inestabilidad genémica, y la interferencia con

respuestas antivirales y respuestas inmunes antitumorales (75).

Cuando la infeccion es transitoria, el VPH se encuentra de forma episémica en el nucleo, sin
integrarse al ADN del hospedero. Para integrarse necesita de las proteinas virales E6 y E7, las
cuales inician la degradacién de las proteinas, productos de los genes supresores tumorales, p53 y
la pRb. La supresion de la p53 induce a la célula a perder su capacidad de monitoreo del estado
del ADN de la célula, inhibiendo ademas la apoptosis. Por otro lado, al suprimir la accion de la

pRDb, la célula se divide permanentemente (71-75).

La suma de estas dos acciones, resultan en la inmortalizacion de la célula infectada y
acumulacion de defectos en su material genético. Esta desregulacion de control del ciclo celular,
favorece la transformacion de la célula, lo cual genera la progresion al cancer cervical. De igual
manera, el ADN se duplica con los mecanismos de division celular de la célula infectada, lo que
favorece la replicacion viral y la produccion de viriones maduros en las capas 0 estratos mas
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superficiales del epitelio; todo esto, conlleva a la acumulacion de células infectadas con errores

genéticos que pueden sufrir transformacién maligna en algin momento (71-75).

Segun Ziegert y cols., la integracion de secuencias genémicas del VPH en el ADN de la célula
del hospedero, no es un requisito necesario para la induccion de la transformacion celular, ya que
esta se puede dar por mecanismos distintos a la expresion de E6 y E7, como por ejemplo la
elevada carga viral, que puede ser suficiente para una transformacion neoplasica (76).

11.9. Ciclo biolégico del VPH

El ciclo biologico del VPH esta relacionado con el proceso de diferenciacion celular de la piel o
las mucosas, cuyo objetivo es infectar al epitelio estratificado buscando llegar a las células
basales. La forma en que penetran los viriones es a través de areas dafiadas del epitelio,
provocadas en su mayoria por abrasiones menores, las cuales pueden suscitarse durante las

relaciones sexuales (56).

A través de un receptor de membrana, la molécula a6-Integrina, el VPH se une a su célula
blanco. ElI VPH inicia su ciclo infectando a las células de las capas basales del epitelio, donde
inicia la transcripcion de sus genes. Una vez que penetra a las células por endocitosis, se produce
un proceso de desnudamiento y el ADN se dirige al nicleo donde se mantiene de forma episomal.
El DNA viral permanece en ese estado episomal (circular) fuera de los cromosomas del
hospedero, replicandose a niveles muy bajos en coordinacion con la division celular (49, 56, 77).

El proceso de replicacion queda limitado al ciclo celular, debido a que el VPH no codifica para
proteinas con actividad ADN polimerasa, por lo que usa la maquinaria de la célula. Para poder
hacerlo, los genes tempranos del virus provocan una mayor replicacion celular, lo que favorece la
replicacion del virus. En un inicio, la proteina E2 es la que controla la replicacion viral pero,
cuando las células han avanzado a la superficie del epitelio, estas maduran, proceso durante el
cual las proteinas E6 y E7 acttan en el ciclo celular posibilitando el ensamblaje de los viriones y
la replicacion viral (Figura 5). Las células basales se diferencian en queratinocitos y dejan de
replicarse, y cuando alcanzan las capas superficiales, se posibilita la expresion de los genes
tardios y se produce el ensamblaje de las particulas del virus y su posterior liberacion (49, 56,
77).
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Figura 5. Biologia de la infeccion por VPH. Tomado de Barbisan, G. (2015). Fuente: (78).
11.10. Epidemiologia

11.10.1. Epidemiologia del cancer cervicouterino. Distribucion mundial y en el Ecuador

El CaCU es la cuarta forma de cancer més frecuente en las mujeres y una de las principales
causas de fallecimiento por cancer a nivel global (segundo en el grupo de mujeres entre 15 a 44

afios), con un estimado de 528 000 nuevos casos y 266 000 defunciones por afio (6).

Mas del 84 % de los casos son diagnosticados en paises en vias de desarrollo, siendo en estos
paises la segunda causa de cancer, solo después del cancer de mama. Asia acumula la vasta
mayoria de casos (285 000) y muertes (144 000), seguido de Africa (99 000 casos y 60 000
muertes) y las Américas (83 000 nuevos casos y 36 000 muertes) (Tabla 3) (4, 79).

En la mayoria de las poblaciones europeas y norteamericanas, las tasas de incidencias de CaCU
comienzan a incrementarse entre los 20 y 24 afios de edad, por lo tanto, el riesgo se incrementa
alcanzando un pico usualmente alrededor de los 35 y 39 afios. EI CaCU es diagnosticado mas
frecuentemente a las edades entre 35 y 64 afios (66% de los casos), con una edad media de 49
afios. Generalmente tiene un buen pronéstico cuando se detecta en su estadio inicial (estadio 1), lo
cual ocurre en la mayor parte de las mujeres (96 %). En estos casos la sobrevida es mucho mayor,
en comparacion a la esperanza de vida relativa de 5 afios, para aquellas que son diagnosticadas en
el estadio 1V (5 %) (80, 81).
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Tabla 3. Estadisticas mundiales del cancer cervicouterino y la infeccion por VPH.

Paises en vias Paises

Poblacion Mundo
de desarrollo | desarrollados

Mujeres en riesgo para desarrollar céncer
cervical (Poblacion femenina con una edad| 2 716 830 2 174 580 542 250
mayor o igual a 15 afos) en millones.

Carga del cancer cervicouterino
NUmero anual de nuevos casos de cancer

. ; 527 624 444 546 83078
cervicouterino.
Tasas de incidencias de cancer cervical
estandarizadas por 100 000 habitantes. 14,0 15,7 9.9
Numero apual de fallecimientos por cancer 262 672 930 158 35514
cervicouterino.
Tasas de mortalidad de cancer cervical 6.8 8.3 33

estandarizadas por 100 000 habitantes.
Carga de la infeccion cervicouterina por VPH
Prevalencia (%) de VPH 16 y/o VPH 18 entre mujeres con:

Citologia normal 3,9 3,8 3,8
Lesiones cervicales de bajo grado
(LSIL - NIC 1) 25,5 24,5 25,9
Lesiones cervicales de alto grado
(HSIL - NIC 2/NIC 3) o1 46,1 53,6
Cancer cervicouterino 70,0 71,9 71,5

Fuente: Adaptado de Bruni y cols., 2021. Reporte del Virus del Papiloma Humano y

Enfermedades Relacionadas del Instituto Catalan de Oncologia (4).

En Latinoamérica, el CaCU tiene un enorme peso para los sistemas de salud de la region, en
paises como Honduras, Nicaragua, El Salvador, Bolivia, Paraguay y Ecuador, donde representa la
principal causa de muerte por cancer. Aunque, en los ultimos veinte afios se observa en la region,
una reduccién en la mortalidad femenina por dicha causa, esta tendencia no esta
proporcionalmente distribuida, mientras que en algunos paises hubo una reduccion, en otros la

tasa de mortalidad, por el contrario, ha aumentado (6, 81, 82).

Tomando los datos de los estudios de GLOBOCAN para Ecuador, en el afio 2020, murieron 813
mujeres por CaCU vy se diagnosticaron 1 534 nuevos casos de este mismo cancer (12, 83).
Por otro lado, considerando las cifras publicadas por el Instituto Nacional de estadisticas y Censo
del Ecuador (INEC), en su pagina web (84), las cuales estan basadas en los registros de casos de
tumores en la red nacional de hospitales oncolégicos de la Sociedad de Lucha Contra el Cancer
(SOLCA), desde el afio 2010 hasta el 2017, se evidencia un mantenimiento de la mortalidad con
una tendencia al crecimiento lineal positivo (Figura 6).
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Figura 6. Evolucion de la mortalidad y morbilidad del cancer cervicouterino 2010-2017. Fuente:

Instituto Nacional de Estadisticas y Censos del Ecuador (84).

Se considera al VPH como el principal agente etioldgico del CaCU. No obstante, existen otros
factores, que en conjunto con la presencia del virus pueden aumentar el riesgo de desarrollar este
tipo de cancer. Entre los principales factores descritos se encuentran aquellos derivados del

hospedero y los relacionados con el virus (85, 86).

Dentro de los factores dependientes del hospedero se deben tener en cuenta la edad de inicio de
las relaciones sexuales, el nimero de compafieros sexuales, la historia de una enfermedad de
transmision sexual, factores genéticos, habitos toxicos como el tabaquismo, enfermedades
asociadas que afecten la respuesta inmunitaria del hospedero, el bajo nivel socioeconémico, la
multiparidad, la utilizacién de anticonceptivos hormonales, co-infeccion con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y otras infecciones de transmisién sexual (ITS) (85-87). En
relacion con las caracteristicas del virus son importantes la carga e integracion viral, el genotipo,

las variantes y la infeccién por multiples tipos y variantes (88-90).

11.10.2. Epidemiologia molecular de VPH por regiones geograficas

La distribucion mundial de los VPH de alto riesgo varia, aunque el VPH 16 el mas comudn en

todo el mundo (Figura 7).
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Figura 7. Prevalencia de los genotipos de alto riesgo oncogénico en varias regiones del mundo.

Tomado de Sanjose Sy cols. Fuente: (91, 92).

La prevalencia de VPH 16 y 18 en los casos de CaCU representa méas del 70 % del total de
muestras positivas al VPH en el mundo, siendo el VPH 16 el méas prevalente (4). Los genotipos
mas frecuentes como el 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58, estan asociados al 90 % de los casos de
carcinomas cervicales y entre un 65 % y 76 % de los casos con lesiones intraepiteliales de alto

grado (HSIL, high grade squamous intraepitelial lesions, por sus siglas en inglés) (93).

La distribucion de los genotipos presenta variaciones que pueden estar determinadas por factores
étnico-geograficos (68, 94). Es conocido que la prevalencia de VPH 16 y 18 en el carcinoma de
cuello uterino en Europa y Norteamérica es semejante (74 % y 76 %, respectivamente). Por otro
lado, las prevalencias en Centro y Sudamérica son muy similares a las de Asia (65 % y 67 %,

respectivamente), mientras que Africa posee una distribucion intermedia (70%) (4, 92, 95).

Los genotipos de VPH 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 58 y 59 se encuentran con mayor frecuencia
en Africa y Latinoamérica. En Indonesia y Argelia el mas com(n es el VPH 18. Los VPH 33, 39
y 59 se dan con mayor frecuencia en Centro América y el VPH 45 en Africa Occidental (91, 92).

11.10.3. Epidemiologia molecular de las variantes genéticas del VPH

Los estudios mas extensos realizados acerca de la variabilidad intratipica del VPH se han dirigido
fundamentalmente para VPH 16, también para VPH 18 y VPH 45, VPH 6y 11, VPH 5y 8,y
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mas recientemente, VPH 31, 33, 35, 52, 53, 56, 58 y 66. La heterogeneidad intratipica de
secuencias se usa como una importante herramienta para dilucidar el origen y dispersion de los
VPH en las poblaciones humanas. El andlisis del gen LCR de muestras positivas para VPH 16
recolectadas alrededor del mundo sugiere no solamente una co-evolucion hospedador-virus, sino
que también la existencia de cinco linajes. La prevalencia de las variantes de cada rama en
diferentes areas geograficas varia significativamente y se correlaciona con el nivel de mezcla de
cada poblacion (91, 92).

Estudios conducidos en Brasil y Estados Unidos muestran una asociacion entre variantes no
europeas de VPH 16 con un riesgo incrementado de lesiones intraepiteliales cervicales
comparado con las variantes europeas. El andlisis de la variabilidad intratipica del VPH en los
canceres positivos a VPH 16, sugiere ademas una asociacion especifica entre variantes
especificas y caracteristicas histopatoldgicas de lesiones neoplasicas cervicouterinas. La
evidencia indica que las variantes no europeas comparadas con los aislados europeos, poseen un
riesgo que se incrementa de dos a cuatro veces mas para el desarrollo de neoplasias en general, y
en especial para las HSIL. Hay una fuerte evidencia de que las variantes no europeas de VPH 16
tienen riesgos elevados para producir cancer, principalmente las del linaje D. Los estudios
realizados indican que el linaje D del VPH 16 esta desproporcionadamente asociado con
adenocarcinoma (96).

El polimorfismo comun dentro del linaje europeo es el T350G, denominada E350G del VPH 16 o
VPH 16 EUR350G v, se localiza en el oncogén E6. Consiste en que el nucledtido de la posicion
350, que es timina es sustituido o cambiado por una guanina. Esto conduce al cambio de un
aminoécido de leucina a valina (L83V). Se sugiere que este polimorfismo influye en la
persistencia y el riesgo de progresion a lesiones cervicales precancerosas (97, 98). La persistencia
de las variantes no europeas de VPH 16, es dos veces mayor que el de las variantes europeas. Sin
embargo, este efecto bioldgico puede ser modificado por el historial genético del hospedero. En
las poblaciones europeas, donde predominan los aislados de VPH 16 del linaje A, el cual esta
fuertemente asociado a carcinoma de células escamosas; la variacion del VPH 16 EUR-350T vs -
350G representa un riego de persistencia dos veces mayor. Por otro lado, las variantes asiaticas-
americanas de VPH 16 estimulan la degradacién de p53 y también aumentan la actividad del

promotor p97 (99).
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El VPH 18 es el segundo genotipo mas comun asociado con el CaCU, pero es mucho menos
prevalente que el VPH 16 en la poblacion, lo cual ha limitado su estudio. Existe informacion
contradictoria sobre si los aislados europeos del linaje A o las variantes africanas (B/C) estan
asociados con el fendmeno de la persistencia. Estos andlisis pueden ser aun mas confusos por el
historial genético del hospedero. Existe muy poca evidencia acerca del papel del VPH 18 en el
desarrollo de lesiones precursoras de CaCU porque en parte, las lesiones asociadas al VPH 18 no
se detectan de manera regular. No hay evidencia convincente de que las diferentes variantes de
VPH 18, estén asociadas con un riesgo mayor de cancer. Aunque algunos estudios sugieren que
entre los sublinajes europeos, A1/A2 son cuatro veces mas comunes en adenocarcinomas que
A3/A4 (100, 101).

Evidencias recientes muestras que el linaje C del VPH 31 es mas persistente que los linajes A o
B. Por otro lado, parece que los linajes A/B del VPH 31 estan comUnmente asociados con el
desarrollo de HSIL (102).

La heterogeneidad del VPH 58 dificulta el estudio acerca del potencial oncogénico de sus
variantes. Estudios realizados en Taiwan, demuestran la influencia de los sublinajes A1y A3 en
el desarrollo de HSIL (103). No obstante, se muestra que los otros linajes: B/C/D, poseen un
papel mas importante que el linaje A, en el desarrollo de lesiones HSIL. Sin embargo, en un
estudio del 2016, la mutacion de gen E7 del VPH 58, T201/G63S, perteneciente al sublinaje A3,
fue mas frecuente en el este de Asia y mostré un riesgo para el cancer cervical, entre siete y

nueve veces mas alto que los otros linajes (104).

11.10.4. Epidemiologia molecular del VPH en el Ecuador

Debido a la desinformacion acerca del VPH dentro de la poblacion ecuatoriana y a la escasa
evidencia disponible, pocos estudios se han enfocado en la epidemiologia molecular del VPH en
Ecuador, a pesar de que el CaCU es la segunda causa de muerte por cancer en mujeres (83). En
un estudio piloto del 2008, con 71 casos de mujeres ecuatorianas con lesiones cervicales, se
evidencio que el 43,7 % de la poblacion resultdé positiva para VPH. Se reportaron, ademas,
frecuencias de infeccion por VPH de 37,5 %, 44,8 % y 60 %, en pacientes con cervicitis cronica,
NIC 1 (LSIL) y NIC 2-3 (HSIL), respectivamente. Los tipos de VPH mas frecuentes fueron el 16
(64,5 %) y el 81 (29 %) seguidos por el 31, 53, 56 y 58 (105).

28



Revision Bibliogrifica

En el 2009, una investigacién en la provincia de Santa Elena (106) evidenci6 una alta circulacion
del VPH en mujeres (24,2 %), detectandose de manera més frecuente los tipos de VPH de alto
riesgo (VPH-AR) (16, 52, 58, 59) y bajo riesgo (VPH-BR) (62, 71, 72 y 83). En ese afio,
Gonzélez y Sanchez analizaron 127 mujeres mestizas de la ciudad de Quito, encontrando una
prevalencia de infeccion por VPH (67 %). Los genotipos de alto riesgo més frecuentes fueron el
VPH 16 y 31 (107).

Una investigacion realizada en el 2016 realizada por Mejia y cols., en mujeres de Quito,
identificd como genotipos mas prevalentes en las lesiones cervicales al VPH 16 (42 %) seguido
del VPH 58 (31 %). Cabe sefialar, que el VPH 18 se encontr6 solamente en el 2,4 % (108). Sin
embargo, estudios realizados en la region sur del Ecuador entre el 2014 y 2017 por diferentes
investigadores, si bien presentan un perfil de genotipos similar al trabajo anterior, el VPH 18
aparece con una frecuencia relativamente mas alta, en especial en las muestras con lesiones

cervicales precancerosas y cancerosas (25, 109).

11.11. Enfermedades asociadas a la infeccién por el VPH

Los VPH se dividen en tres grupos principales, de acuerdo a sus caracteristicas clinicas: cutaneos,
muco-cutaneos y aquellos asociados con el desorden recesivo autosomal raro, Epidermodisplasia
Verruciforme (EV). Los VPH cutaneos pertenecen al género Beta, con pocos miembros en los
géneros, Gamma, Mu y Nu; mientras que el género Alpha contiene a todos los VPH mucosos y

algunos del tipo cutaneo.

También, pueden ser agrupados de acuerdo con las zonas anatémicas donde son encontrados: piel

externa, mucosas anogenitales y orales, (Tabla 4).

Mientras ciertos tipos de VPH se asocian con caracteristicas morfol6gicas particulares, la
asociacion no es absoluta y la infeccién por VPH puede ser productiva, subclinica o latente, tanto
en piel como en mucosas. Las lesiones productivas como las verrugas pueden ser vistas
clinicamente, mientras que las infecciones subclinicas de las mucosas necesitan herramientas
adicionales tales como el examen microscopico con la ayuda del acido acético aplicado
topicamente (110).
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Tabla 4. Enfermedades provocadas por diferentes tipos de VPH en humanos.

Localizacion Enfermgdgd Tipo de VPH
caracteristica Bajo riesgo Alto Riesgo
Verrugas vulgares 1,2,4,7, 26,27, 29,57
Verrugas planas 3, 10, 28, 41
Cutanea Verrugas plantares 1, 4,57, 60, 63, 65 66
Epidermodisplasia 9, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22,
Verruciforme 23, 24, 25, 36, 37, 38, 46, 47, | 5,8
49, 50
Condiloma acuminado | 6, 11, 30, 32, 40, 41, 42, 43, 44, | 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
54,55, 61, 70, 72, 81 51, 52, 53, 56, 59
LSIL 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, | 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
72,81 51, 52, 56, 58, 59
Genital H.S”‘
Carcinomas
£5camosos invasivos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
Adenocarcinoma 51, 52, 56, 58, 59
Carcinomas
Adenoescamosos
Papiloma laringeo 6, 11, 32
Papilomas orales 13, 16, 32,57
Cabezay Carcinomas
Cuello €scamosos invasivos 6, 11 16, 18, 31, 33, 35, 51
(cavidad oral,
orofaringe, laringe

Fuente: Adaptado de Medicina Interna de Farreras (111).

Los VPH latentes son detectables solamente a través de la demostracion del ADN del VPH en
piel y mucosas clinicamente sanas. Las infecciones productivas estan asociadas con la expresion
total de genes virales y la produccion de particulas virales maduras, mientras que, en infecciones
persistentes, se suspenden las funciones celulares normales y se anulan los eventos tardios del
ciclo de vida de los virus. Aproximadamente el 70 % de las infecciones por VPH se resuelven de
forma espontanea en un afio y el 90 % en dos afios, mientras que la persistencia por VPH se
desarrolla en el resto de los casos. Las lesiones de alto grado y el CaCU aparecen en un periodo

de cinco afios, como promedio (112, 113).
11.12. Manifestaciones clinicas e histologicas de las infecciones cervicales por el VPH.
Diagnostico citoldgico e histoldgico de las lesiones cervicales

La mayor parte de las infecciones con VPH en mujeres jovenes son transitorias y tienen poca
importancia a largo plazo. ElI 70 % de las infecciones desaparecen en un afio y el 90 % en dos
anos (112, 113).
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Los VPH de bajo riesgo causan generalmente verrugas genitales y lesiones cervicales de bajo
grado. En el caso de los VVPH de alto riesgo, cuando la infeccion persiste, entre el 5 % y el 10 %
de las mujeres infectadas, existe el riesgo de desarrollar lesiones precancerosas en el cuello
uterino, que pueden progresar a CaCU. Este proceso normalmente lleva entre 15 y 20 afos,
dando muchas oportunidades a la deteccidon y el tratamiento de las lesiones precancerosas, a
menudo con altas tasas de curacion (48). EI CaCU se origina fundamentalmente en la zona de
transicion o transformacion celular del cuello uterino. Las células normales se transforman

gradualmente, pasando por diferentes estadios hasta convertirse en células neoplasicas (114).

El sistema de Bethesda posibilita normalizar los resultados de los estudios histopatolégicos de
frotis cervicales. Este sistema fue creado en 1988; en virtud de los avances en las técnicas de
tamizaje y la masiva utilizacion de las vacunas contra VPH, y ha sido objeto de varias
actualizaciones, la dltima se realizé una actualizacion en el afio 2014 (115, 116) (Figura 8). Este
sistema permite interpretar las anormalidades en las células epiteliales, clasificandolas en dos
grandes grupos: de células escamosas y de células glandulares (115). Las de células escamosas
son de dos tipos: Atipicas, que a su vez se dividen en cuatro categorias en orden creciente del
grado de displasia y Carcinoma de células escamosas. La division en la terminologia para el
reporte de la atipia esta relacionada con la historia natural y la evolucion de la infeccion por
VPH. En este sentido se pueden producir cambios de bajo grado por infecciones transitorias o
lesiones de alto grado por infecciones persistentes de larga evolucion. Las de células glandulares,

que se dividen en atipias, adenocarcinomas de diverso grado y otros tipos de cancer.

Con respecto a la histologia, existe una clasificacion histoldgica, publicada en el afio 1995,
conocida como Sistema de Richart (117) y que es todavia el método utilizado para el diagnostico
histoldgico de las lesiones cervicales. Mediante este sistema, las lesiones cervicales se clasifican
en: no util, negativo para células neoplasicas, infeccion con VPH, neoplasia intraepitelial cervical
de grado 1 (NIC 1), neoplasia intraepitelial cervical de grado 2 (NIC 2), neoplasia intraepitelial
cervical de grado 3 (NIC 3), carcinoma in situ, carcinoma invasor, célula neoplasica de otro
origen e infecciones por gérmenes especificos u otras observaciones. En este caso la clasificacion
de NIC 1 incluye los casos con displasia leve, la NIC 2 incluye casos con displasia moderada y la
NIC 3 incluye aquellos casos con displasia severa o carcinoma in situ. Este sistema de
clasificacion histoldgica se actualizo durante los Gltimos afios, para homogenizar criterios con el

sistema de clasificacion citoldgica de Bethesda (117).
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INTERPRETACION/RESULTADO

Negativa para Lesion Intraepitelial o Malignidad
* No existe evidencia celular de neoplasia.
Hallazgos no neoplasicos {opcional):

*  Variaciones celulares no neoplasicas: metaplasia escamosa, cambios queratdticos, metaplasia tubal, atrofia y
cambios asociados al embarazo

*  Cambios celulares reactivos asociados a: inflamacidn (incluida reparacion tipica), cervicitis folicular, radia-
¢idn, dispositivo intrauterino.
*  Células glandulares en mujeres con histerectomia.
Organismos:
+  Trichomonas vaginalis
« Elementos micoticos morfolégicamente compatibles con Candida.
*  Cambios de la flora vaginal sugestivos de vaginesis bacteriana.
* Bactenas de caracteristicas morfolégicamente compatibles con Actinomyees.
+  Cambios celulares compatibles con herpes simple.
+  Cambios celulares compatibles con citomegalovirus.
Anormalidad en células epiteliales
Células escamosas
¢+ Células escamosas atipicas
« Células escamosas con atipias de significado indeterminado (ASC-US).
+  Células escamosas con atipias que no excluyen una lesion de alto grado (ASC-H).
+ Lesién intraepitelial escamosa de bajo grado (LSIL): VPH / NIC 1/ displasia leve.
+ Lesién intraepitelial escamosa de alto grado (HSIL): NIC 2-3 / CIS / displasia moderada y severa.
« Carcinoma de células escamosas.
Células glandulares:
*  Células glandulares atipicas
« Endocervicales, endometriales, glandulares (cuando no se puede precisar origen).
+  Cé¢lulas glandulares con atipias a favor neoplasia.
+  Adenocarcinoma endocervical in situ.
+ Adenocarcinoma
« Endocervical, endometrial, extrauterino.
«  Sin especificar.
«  Otras neoplasias malignas (especificar)
Otro

+  Células endometriales en mujeres de 45 afios de edad o mas (especificar si es negativa para lesidn intraepite-
lial escamosa).

Figura 8. Sistema Bethesda. Adaptado de la actualizacion en el reporte de citologia

cervicovaginal basado en el Sistema Bethesda 2014, tomado de Nayar y Wilbur. Fuente (115).

11.13. Respuesta inmune a la infeccion por VPH

Debido a su ciclo de vida y tropismo estricto, el VPH debe superar barreras fisicas significativas
para entrar en los queratinocitos basales. Primero necesita penetrar a través de la piel y mucosas,
lo cual puede ser facilitado por el dafio tisular. Para que la infeccion por VPH se establezca, el
virus debe entrar a traves de rupturas que se producen en la membrana nuclear, durante la pro-
metafase. En el interior de la célula hospedera, el ADN viral puede ser reconocido por sensores

innatos de patdgenos, los cuales pueden inducir el proceso de inflamacion y un bloqueo de la
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replicacion y transcripcion del VPH mediada por la proteina Gamma-interferon-inducible (IFI-
16). Otro de los efectos inducidos por los sensores, es la produccion de interferon alfa (IFNa) y
beta (IFNDb), los cuales promueven la destruccion de los episomas de VPH latentes en las céelulas
infectadas persistentemente. En el proceso de la respuesta inmunitaria contra la infeccion por
VPH también se involucran celulas del sistema inmune como las células dendriticas, de

Langerhans, linfocitos T asesinas naturales y linfocitos T citotdxicos (118).

A pesar de los mecanismos inmunitarios descritos, que se activan para frenar la infeccion, el VPH
logra interactuar con el sistema inmune del hospedero para evadirlo. Entre los mecanismos que
posee para lograrlo, estd el hecho de que es un virus no citolitico y, por ende, no genera una
respuesta inmune generalizada. Entre sus estrategias de evasion se incluyen la induccion de una
minima respuesta inflamatoria en el lugar primario de la infeccidn, una reduccion de sefializacion
inmunoldgica y de los mecanismos antivirales. La falta de induccién de una respuesta
inflamatoria mayor es una consecuencia del ciclo de vida natural del virus que ocurre en las
células epiteliales en diferenciacion, las cuales estan programadas para una muerte natural o

apoptosis (119).

La infeccion persistente por VPH oncogénico es la evidencia de que los VPH emplean
mecanismos intrinsecos para evadir o reducir la vigilancia inmunolégica del hospedero, lo que
puede aumentar la susceptibilidad hacia la persistencia viral cuando los individuos infectados
estdn expuestos a factores de riesgo adicionales. Dentro de estos factores se describen
mecanismos bioldgicos de interacciones especificas entre determinantes del antigeno leucocitario
humano (HLA, del inglés, human leucocyte antigen) del hospedero, y antigenos virales que
pueden proteger o incrementar el riesgo de desarrollar cancer asociado a la infeccion por VPH
oncogeénico. Sin embargo, los VPH de alto riesgo oncogénico también pueden evadir la deteccién
del sistema inmune a través de la baja expresion de proteinas virales, minimizando asi la
presentacion al sistema inmunitario del hospedero, en la fase temprana de la infeccién. En la fase
tardia de la infeccion, los VPH aumentan la expresion de proteinas altamente inmunogeénicas, sin
embargo, estas proteinas se desprenden rapidamente de la capa externa del epitelio, que tiene una
baja densidad de células presentadoras de antigenos. Estas se conocen como estrategias de
evasion inmune pasiva. Ademas, los VPH utilizan estrategias agresivas de evasion inmunitaria,
determinada por la expresion de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH-AR. Estas oncoproteinas

muestran una alta afinidad de union a proteinas celulares que regulan la respuesta inmune, de esta
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forma pueden bloquear la expresion de genes del sistema inmune, como interleucinas e IFN en
las vias de sefializacion de queratinocitos infectados. El deterioro de las respuestas inmunitarias
en las células infectadas afecta su capacidad para alertar a las células inmunitarias regionales, lo

que resulta en un ambiente inmunosupresor que promueve el desarrollo del cancer (120, 121).

Los mecanismos de evasion de respuesta inmune del hospedero del VPH pueden enumerarse de
la siguiente manera: baja expresion de genes virales, principalmente L1 y L2; formacién de
viriones en las capas externas del epitelio donde las células inmunes tienen acceso limitado;
modulacion de la expresion de quimiocinas (CXCL14, IFN), moléculas de adhesion (E-
cadherina) y receptores tipo Toll (TLR9); regulacion negativa de los factores de respuesta a IFN
de los queratinocitos; regulacion negativa de las vias de sefializacion intracelular cGAS-STING,
TLR y NF-kB; alteracion del procesamiento de antigenos mediante el blogue de la maquinaria de
procesamiento de antigeno (APM) para impedir el reconocimiento de antigenos por las células T;
reduccion de la expresion de las subunidades del imnunoproteosoma PSMB8 y PSMb9 y
represion de las proteinas de los transportadores asociados con el procesamiento de antigeno TAP
1y TAP 2 (120, 121).

11.14. Vacunacion contra VPH como método de prevencion del CaCU

El desarrollo de las vacunas profilacticas para VPH se centra en la proteina estructural de la
envoltura externa del virus, proteina L1, obtenida mediante técnicas de ingenieria genética. Esta
proteina se autoensambla cuando se expresa en cultivos de células eucariotas y forma VLPs, que
constituyen antigenos potentes cuando se inoculan por via parenteral o intradérmica; y son
capaces de inducir una respuesta inmunitaria duradera, con titulos elevados de anticuerpos
neutralizantes, que permite prevenir la infeccién por VPH. Estas VLPs, al no contener genoma
viral, no pueden causar infeccién ni tienen potencialidad para causar lesiones neoplésicas (122,
123). Actualmente, existen tres vacunas profilacticas frente al VPH registradas por la Agencia de
Drogas y Alimentos (FDA, del inglés Food and Drug Administration) y autorizadas a través del
procedimiento centralizado por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA): la vacuna

bivalente Cervarix®, la vacuna tetravalente Gardasil® y la vacuna nonavalente Gardasil9® (122).

34



Revision Bibliogrifica

11.14.1. Tipos de vacunas, composicion y presentacion

Las tres vacunas disponibles contra VPH son inactivadas, que contienen proteinas estructurales
L1 (VLPs) de al menos dos genotipos, fueron obtenidas por técnicas de recombinacion genética y

no son infecciosas (122).

Cervarix®, comercializada por la compafifa GlaxoSmithKline, Rixensart, Bélgica, con ficha
técnica revisada en abril de 2017, contiene VLPs de los genotipos de alto riesgo VPH 16 y VPH
18. Se produce por recombinacion genética mediante la utilizacion de un sistema de expresion en
Baculovirus. Estd adyuvada con AS04, sistema adyuvante que contiene hidroxido de aluminio y
monofosforil lipido A. Esta vacuna esta indicada en mujeres a partir de los 9 afios de edad, para
la prevencion de lesiones genitales premalignas (cervicales, vulvares y vaginales) y cancer de
cérvix causados por VPH 16 y 18. También se indica en hombres y mujeres, a partir de los nueve
afios, para prevenir lesiones anales preneoplasicas y cancer anal relacionados dichos genotipos de
VPH (122).

Gardasil®, producida por Merck y Co, Inc., Whitehouse Station, New Jersey, EEUU con ficha
técnica revisada en junio de 2017, contiene VLPs de los genotipos de alto riesgo oncogénico
VPH 16 y VPH 18 y de los de bajo riesgo oncogénico VPH 6 y VPH 11. Se produce por
recombinacion genética mediante la utilizacion de un sistema de expresion que utiliza células
derivadas de Saccharomyces cerevisiae. Esta adyuvada con hidroxifosfato sulfato de aluminio
amorfo. La indicacion de esta vacuna es similar a la Cervarix®, incluyendo la prevencién de

verrugas anogenitales externas relacionadas con VPH 6 y 11 (122).

Gardasil9®, producida por Merck y Co, Inc., Whitehouse Station, New Jersey, EEUU con ficha
técnica revisada en enero de 2018, contiene VLPs de los genotipos de alto riesgo oncogénico
VPH 16, VPH 18, VPH 31, VPH 33, VPH 45, VPH 52, VPH 58 y de los de bajo riesgo
oncogeénico VPH 6 y VPH 11. Se produce por recombinacién genética mediante la utilizacion de
un sistema de expresion que utiliza células derivadas de Saccharomyces cerevisiae. Esta
adyuvada con hidroxifosfato sulfato de aluminio amorfo y se indica para hombres y mujeres a
partir de los 9 afios. Previene lesiones precancerosas y canceres que afectan al cuello uterino,
vulva, vagina y ano causados por los tipos del VPH-AR y para la prevencion de verrugas
genitales o condilomas acuminados causados por los genotipos de VPH-BR incluidos en la
vacuna (14, 122, 124).
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11.14.2. Inmunogenicidad, eficacia y efectividad
Inmunogenicidad

Todos los preparados vacunales han mostrado en los estudios una elevada inmunogenicidad, con

tasas de seroconversion proximas al 100 % para las tres vacunas (125).

La vacuna Cervarix® presenta tasas de seroconversion del 100 % tras la vacunacion con tres
dosis, en mujeres de 15 a 25 afios, con tasas de seropositividad superiores al 98 % vy titulos 11

veces superiores a los generadas por la infeccidn natural para ambos genotipos de VPH (125).

La vacuna Gardasil® presenta tasas de seroconversion del 99-100 % tras la vacunacién con tres
dosis, para los tipos incluidos en la vacuna, y las tasas de seropositividad son superiores al 98 %
para el VPH 16 y del 65 % para el VPH 18 a los 10 afios post vacunacion, en mujeres de 16 a 23
afios (125, 126).

La vacuna Gardasil9® ha demostrado la capacidad de inmunizar frente a los nueve genotipos de
VPH incluidos en el preparado vacunal VPH (6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58), que causan
aproximadamente el 90% de los canceres de cérvix, méas del 95 % de los adenocarcinomas in situ,

y entre el 75y 85 % de las neoplasias intraepiteliales cervicales de alto grado (127).
Eficacia clinica

Para las vacunas Cervarix® y Gardasil®, en los ensayos clinicos, con seguimiento clinico de las
mujeres mayores de 16 afios, durante un minimo de ocho afios, se corrobora una eficacia superior
al 95% para la prevencion de las lesiones precancerosas de bajo, alto grado y adenocarcinomas in
situ causados por los VPH oncogénicos 16 y 18. Se observo un grado de proteccion cruzada sobre
otros tipos de VPH no incluidos en ambas vacunas (VPH 31, 33 y 45) (125, 126).

Para la vacuna Gardasil9®, se evalu¢ la eficacia e inmunogenicidad en ocho ensayos clinicos. En
todos los grupos analizados, del 98,2 al 100 % de los individuos que recibieron la vacuna fueron
seropositivos para anticuerpos frente a los nueve genotipos de la vacuna hasta siete meses post
vacunacion. La eficacia de la vacuna Gardasil9® frente a lesiones intraepiteliales cervicales de
alto grado relacionadas con los genotipos de VPH 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58 fue de 94,4 al
100 % (127).

Ademas, las vacunas Gardasil® y Gardasil9® han demostrado eficacia frente a verrugas genitales

superior al 98 % en mujeres y al 90 % en hombres. También hay datos de proteccion superiores
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al 95 % frente a otras lesiones precancerosas genitales, como es el caso de las lesiones
intraepiteliales vaginales de alto grado (125, 126).

Con ambas vacunas, Gardasil® y Gardasil9®, se demuestran diferentes grados de proteccion
cruzada para otros genotipos de VPH oncogénicos, no incluidos en ambas formulaciones, lo que
permite obtener una eficacia protectora global frente a lesiones preneoplasicas por VPH superior
a la esperada (125, 127).

Efectividad

Las vacunas frente al VPH son vacunas profilacticas y, en principio, solo protegen frente a los
VVPH para los que la mujer no esté infectada en el momento de la vacunacion. Por ello, la mayor
efectividad poblacional se obtendra si todas las mujeres que se vacunan no estan infectadas por
VPH. La cobertura de la vacunacion es esencial para obtener una efectividad elevada en la
poblacién, independientemente de la eficacia de la vacuna a nivel individual. Es muy importante
extender la vacunacion a todas las adolescentes y mujeres adultas, al menos, hasta la edad de 26
afios (125, 127, 128).

11.14.3. Vacunacién contra VPH en el Ecuador

Como parte de la estrategia nacional de salud para la prevencion del CaCU, el MSP en el
Ecuador en el afio 2015, incorporé la vacuna contra VPH al esquema ampliado de
inmunizaciones, con el fin de reducir la incidencia y mortalidad por esta grave enfermedad. En la
actualidad las vacunas disponibles a nivel del pais son la bivalente Cervarix® y la tetravalente
Gardasil®. Sin embrago, para promover su uso, el MPS del Ecuador aplica de manera gratuita la
vacuna tetravalente, en dos dosis: la primera a los 9 afios y la segunda seis meses después
(méximo hasta los 10 afios 6 meses 0 dias), segin los lineamientos oficiales. La vacuna se
administra a la poblacion femenina de 9, 10, 11 afios, pero se puede extender hasta los 17 afios en
dos dosis, y asi se encuentra incluida en el esquema basico de vacunacién. Se aplica en
consultorios médicos en hospitales publicos y en las escuelas privadas y publicas donde existen

nifias y adolescentes entre estas edades (129).

Sin embargo, la cobertura nacional de vacunacion es baja, pues segun datos de la OMS, la
cobertura de vacunacion contra el VPH en Ecuador hasta el afio 2020, fue del 75 % para la

primera dosis y del 36 % para la segunda dosis. Esto se debe a que una gran parte de la
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poblacién ecuatoriana no se vacuna, fundamentalmente por tables morales y religiosos, ya que
las madres consideran que la vacunacion solo es importante para las jovenes y nifias que ya han
tenido relaciones sexuales e incluso que incita a sus hijas a iniciar dichas practicas. Este
comportamiento se evidencia en varios paises subdesarrollados donde la poblacién no tiene
percepcion de riesgo y donde las mujeres tienen falta de instruccién y de educacion sobre su
salud sexual y reproductiva (129).

11.15. Ensayos para la deteccion del VPH

11.15.1. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) de amplio espectro para detectar ADN
de VPH

A lo largo de los afios se han empleado diferentes cebadores generales o consenso para la
deteccion de un amplio espectro de tipos del VPH. Los cebadores mas utilizados para este fin son
los MY09/11, PGMY, GP5+/6+ y SPF10. Estos cebadores se hibridan al ORF L1 del VPH, en
regiones conservadas o variables de este. Luego de haber desarrollado la PCR (conociendo la
presencia del VPH) y si se desea saber el tipo especifico del VPH presente en la muestra, se
pueden utilizar diversos métodos como: analisis con enzimas de restriccion (RFLP, del inglés,
restriction fragment length polymorphism), hibridacion reversa (RLB, del inglés, reverse line
blotting) y secuenciacién nucleotidica del ADN amplificado (130-133).

La secuenciacion es el estandar de oro para la genotipificacion del VPH, ya que proporciona
informacidn Gtil de la secuencia y de posibles mutaciones. Pero la secuenciacion por el método
de Sanger (134) tiene una gran desventaja ya que pueden existir infecciones multiples del VPH
en una muestra; esto conlleva a la generacion de secuencias mezcladas de distintos tipos del VPH

y su interpretacion es extremadamente dificil (133).

11.15.1.1. Cebadores MY

El set de cebadores MY es uno de los sistemas de amplificacion mas frecuentemente utilizado
para detectar el VPH en todo el mundo. Los cebadores MY (MY11, sentido positivo y MYQ9,
sentido negativo) tienen como diana la region L1, generando un amplicon de 450 pb y son
capaces de detectar mas de 25 genotipos del VPH (VPH 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42,
45, 52, 53, 55, 56, 58, 59 y otros) (135).
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11.15.1.2. Hybrid Capture 2 (HC2; Digene-Qiagen)

Este ensayo presenta alta sensibilidad para el diagndstico del VPH en mujeres con neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) grado 2 o superior, discriminando entre VPH-AR (VPH 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68) y VPH-BR (VPH 6, 11, 42, 43 y 44) (16,68), pero sin la
capacidad de distinguir cada tipo individualmente. El ensayo es capaz de detectar ADN viral en
muestras de pacientes por medio de la hibridacion de sondas de ARN (complementaria a la
secuencia de cada genotipo), con sefial de quimioluminiscencia. EI ADN viral se hibrida con la
sonda en una solucién, formando un hibrido ADN-ARN. Los hibridos son capturados por
anticuerpos pegados a las paredes de una microplaca que puede reconocer especificamente
hibridos ADN-ARN. Estos hibridos que han sido inmovilizados son detectados por reacciones

que generan luminiscencias medibles por un luminémetro (136).

11.15.1.3. Cervista® HPV (Hologic, Inc.)

Es capaz de detectar 14 tipos del VPH-AR (VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66
y 68), sin tipificarlos individualmente. Presenta una sensibilidad del 100 % en la deteccion de
NIC 3y del 98 % para las NIC 2, comparandolo con HC2. Tiene una baja tasa de falsos-positivos

y una alta especificidad y sensibilidad para detectar el VPH 16 y 18 (137).

11.15.1.4. Cobas 4800 HPV (Roche Diagnostics)

Es una técnica cuantitativa de PCR (qPCR), que permite la deteccion en grupo, de 12 tipos del
VPH-AR, y simultdneamente la genotipificacion individual de los VPH 16 y VPH 18. Ha sido
validada clinicamente y aprobada por la FDA (Food and Drugs American Agency, por sus siglas
en inglés) para el diagndéstico del VPH-AR (138).

11.15.1.5. Abbott Real Time High Risk HPV (ART; Abbott Molecular)

Este ensayo cuantitativo de PCR en Tiempo Real (PCR-TR) es capaz de detectar un grupo de 12
genotipos del VPH de AR (VPH 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68), y al mismo
tiempo tipificar individualmente los VPH 16 y VPH 18. Esta técnica puede ser utilizada para la

deteccion primaria y el seguimiento de casos con citologias anormales (139, 140).
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11.15.2. Ensayos para la genotipificacion del VPH

En los ultimos 20 afios se han desarrollado variados sistemas de deteccion y tipificacion de los
diferentes genotipos de VPH (Tabla 5) (141).

Primeramente, fueron sistemas basados en PCR acoplada con hibridacion reversa o combinada
con el uso de enzimas de restriccion. Posteriormente, se introdujeron en el mercado estuches
diagndsticos comerciales basados en PCR-TR y otros que emplean hibridacion asociada al uso de
microarreglos de ADN (Tabla 5) (141).

Tabla 5. Estuches comerciales disponibles para la genotipificacion de VPH.

SISTEMAS COMERCIALES DE GENOTIPIFICACION DE VPH

Nombre del estuche comercial Principio Genotipos de VPH que identifica
. . o VPH 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53,
I'E':'(tNrg('l-r']EQ ';'rf’e\t/ici)e“"typ'“g PCR Hibridacion | 56, 5, 59, 66, 68, 73, 82, 6, 11, 40, 43, 44, 54
9 69, 70, 71, 74, 118,129,130

PCR RFLP VPH 16, 18, 31, 33, 35, 52b, 58, 6, 11

6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44,
PCR Hibridacion |45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 66, 68,
70, 73, 81 (CP8304), 82, 83, 131

VPH 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42,
43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 62,
66, 68, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 85y 89
VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
Linear Array genotyping HPV PCR Hibridacion 59, 68, 6, 11, 26, 40, 42, 53, 54, 55, 61, 62, 64,
(Roche Molecular Systems) 66, 67, 69, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 1S39,
CP6108, 121,132,135,136

VPH 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43,
44, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73y
82

PCR Human Papillomavirus
Typing Set (Takara Bio Inc.)

IntelliPlex™ HPV DNA
Genotyping

CLART® Human
Papillomavirus 2 (Genomica,
Espafia)

PCR Hibridacion
microarreglos

PapilloCheck® (Greiner Bio | PCR Hibridacion
One) DNA chip

Fuente: Adaptado de: Incorporacién de la prueba del virus del papiloma humano en programas

de prevencion de cancer cervicouterino. Manual para gerentes de programas de salud (141, 142).

11.15.2.1. Anyplex™ II HPV28 detection (H28) (Seegene®, Corea del Sur)

Es un ensayo de PCR-TR capaz de detectar y genotipificar individualmente hasta 28 genotipos
del VPH en dos reacciones. Este ensayo tiene el potencial de mejorar la genotipificacién del VPH
utilizando las tecnologias Dual Priming Oligonucleotide (DPO™), Tagging Oligonucleotide
Cleavage and Extension (TOCE™) y el analisis semicuantitativo (Cyclic-CMTA). En el ensayo
cada genotipo del VPH consta de una “etiqueta” o molécula distinta, que es capaz de hibridarse y

alargar una secuencia marcada en particular. El estuche comercial posee varias etiquetas con sus
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respectivas secuencias marcadas y cada una de ellas posee una temperatura de fusion distinta.
Esta particularidad permite hacer la distincion y deteccion de varios genotipos del VPH por
medio de analisis de la temperatura de fusion en un solo canal de lectura de fluorescencia. La
temperatura de fusion (Tm) puede ser medida durante diferentes puntos o ciclos en la reaccion de
PCR (en los ciclos 25, 35 y 45), esto se conoce como analisis ciclico de la temperatura de fusion
(Cyclic-CMTA). La cuantificacion de las muestras de interés se determina por medio de los

puntos cyclic-CMTA, basado en la concentracion de un estandar conocido (143).

El sistema de tipificacion Anyplex™ II HPV28 se ha evaluado extensamente y comparado con
diversos estuches comerciales (144, 145). Los resultados demuestran que posee un nivel de
especificidad y sensibilidad, igual o mayor que sistemas similares. Recientemente, algunos
estudios en el Ecuador han basado sus evaluaciones en esta prueba, proporcionando evidencias
particulares de la circulacion de VPH en el pais, como la presencia de infecciones maltiples de

VPH con frecuencias relativamente més altas que lo observado en otras regiones (146).

11.15.3. Ensayos para la deteccion de ARNm E6/E7 de VPH de alto riesgo oncogénico

El proceso carcinogénico es regulado por las oncoproteinas E6 y E7 del VPH y por lo tanto, la
sobreexpresion de estos genes es un marcador pronostico para el CaCU. Se ha postulado que la
deteccion de la expresion de los oncogenes E6/E7 podria ser més especifica, y predecir mejor el
riesgo de cancer que las pruebas de deteccion de ADN de VPH. Existen al menos dos métodos
que usan la deteccion del ARNm, la prueba APTIMA HPV ARNm E6/E7 (Gen-Probe), que
detecta 13 tipos de VPH-AR, mas el tipo VPH 66, y la prueba PreTect HPV-Proofer
(NorChip), que detecta el ARN de los tipos de VPH-AR 16, 18, 31, 33 y 45. APTIMA HPV
ARNmM E6/E7 (Gen-Probe) es la més utilizada y consiste en una prueba cualitativa, que se basa
en la deteccion directa de la expresion de ARNm de las oncoproteinas E6 y E7, procedente de 14
tipos de VPH-AR (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68) mediante una PCR en
tiempo real. La prueba no discrimina entre los 14 tipos pero cuenta con un control interno y
permite realizar hasta 250 determinaciones en aproximadamente 5 horas. Esta técnica fue
aprobada por la FDA en 2011, para el tamizaje en mujeres a partir de los 30 afios, en

combinacion con la citologia (147).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

I11.1. Tipo de estudio y marco de la investigacion

El presente estudio es de tipo observacional, descriptivo de corte transversal, con componente

analitico, desde agosto de 2012 hasta diciembre de 2015.

En el mismo estuvieron involucrados los hospitales oncologicos de la red de instituciones
vinculadas a la Sociedad de Lucha Contra el Cancer (SOLCA) de la region Litoral del Ecuador.
Las provincias incluidas fueron Esmeraldas, Manabi, Guayas, Santa Elena, Los Rios y El Oro; asi
como el Instituto Nacional de Investigacion en Salud Pdblica (INSPI), en Guayaquil, Ecuador;
donde se realizaron los estudios moleculares. La investigacion se desarrolld bajo la conduccion
del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” de La Habana, Cuba.

Desde el punto de vista organizacional cont6 con tres partes fundamentales: 1) la toma de
muestras cervicouterinas, en los hospitales de SOLCA vy realizacion del examen citoldgico; 2)
genotipificacion del VPH en el INSPI y 3) determinacion de las variantes y relaciones
filogenéticas, estudios realizados a través de secuenciacion por la compafila Genewiz Inc.

(EEUU) (https://www.genewiz.com/). El presente trabajo se encuentra enmarcado en el programa

de Doctorado en Ciencias de la Salud del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” de La

Habana, Cuba, y esta sustentado por las autoridades competentes de este pais.
I11.2. Universo y muestra

El universo de estudio estuvo constituido por todas las mujeres sexualmente activas, con edad
mayor o igual a 30 afios, que presentaron lesiones cervicouterinas 0 CaCU y acudieron a la red de

hospitales oncoldgicos SOLCA, de la region Litoral del Ecuador.
111.3. Criterios de seleccion
111.3.1. Criterios de inclusion

e Mujeres con edad igual o mayor de 30 afos.
e Prueba de Papanicolaou previa al estudio con un resultado de al menos, una citologia de
células escamosas atipicas con significado indeterminado (ASC-US, atypical squamous

cells of undetermined significance, por sus siglas en inglés) o de mayor grado.
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e Sexualmente activas.

e Residentes en la region Litoral del Ecuador en las provincias de Esmeraldas, Manabi, Los
Rios, Santa Elena, Guayas o EI Oro.

e Haber vivido permanentemente en la zona, al menos, cinco afios antes de su participacion
en el estudio, pues este es el tiempo promedio que se define para la aparicion de lesiones
de alto grado y CaCU debido a infecciones persistentes por VPH-AR (112, 113). Se
asume entonces que las pacientes se infectaron en su provincia de residencia.

e Estado mental apto para participar en la investigacion por voluntad propia.

e Expresar su deseo de participar en la investigacion, a través de la firma del

consentimiento informado.

111.3.2. Criterios de exclusion
e Embarazo en curso.
e Relaciones sexuales dos dias antes de la toma de muestra.
e Encontrarse menstruando en el momento de la toma de muestra.
e Tener algun tipo de molestia o infeccion a nivel de vagina o cuello del Utero.
o Haber sido sometida a tacto genital 48 horas antes de la prueba, algin tipo de intervencion

quirdrgica o tratamiento con radioterapia/quimioterapia.
e Haber recibido tratamiento antimicrobiano o antiviral para alguna infeccién vaginal
durante un mes previo a la toma de la muestra.
111.3.3. Criterio de salida

e Asolicitud de la paciente.

I11.4. Definicion y operacionalizacion de las variables

La Tabla 6 refiere la operacionalizacién de las variables para determinar la frecuencia de
genotipos del VPH circulantes, sus variantes genéticas y factores clinico-epidemioldgicos y
sociodemogréaficos asociados al desarrollo de lesiones intraepiteliales cervicales y CaCU en

mujeres de la region Litoral del Ecuador, desde agosto de 2012 hasta diciembre de 2015.
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Tabla 6. Variables sociodemogréficas y clinico-epidemioldgicas analizadas en mujeres con edad
igual o mayor de 30 afios, con lesiones cervicouterinas o CaCU, residentes en la region Litoral
del Ecuador en el periodo 2012-2015; con respecto a la infeccion por VPH, los genotipos

circulantes y sus variantes genéticas.

Variable Tipo Operacionalizacion Definicidn
Escala
Edad en afios Cuantitativa 30-40 Edad en afios cumplidos
discreta por 41-50 en el momento del
intervalos 51-60 estudio.
>60
Procedencia Cualitativa Esmeraldas Residir permanentemente
Provincias de la nominal Manabi en la zona, al menos cinco
region Litoral del politdmica Guayas afios antes de su
Ecuador Los Rios participacion en el
Santa Elena estudio.
El Oro

Nivel Escolaridad

Cualitativa ordinal

Educacion basica

Nivel educacional

Amenorrea permanente
Metrorragia/Leucorrea
Otros*

politdbmica Educacién superior méaximo alcanzado.
Estado civil Cualitativa ordinal Casada No se establecid segln lo
politdbmica Soltera reconocido por la
Divorciada legislacion ecuatoriana,
Viuda sino por el tipo de union
Otra estable o no, con una
pareja del sexo opuesto.
Situacion laboral Cualitativa ordinal Ama de casa Oficio o profesién de una
politémica Estudiante persona, independiente
Profesional del sector en que puede
Obrera estar empleada, o del tipo
Técnica de estudio que hubiese
Privado informal recibido.
Edad de inicio de las Cuantitativa 10 - 18 afios Edad en afios cumplidos
relaciones sexuales discreta por > 18 afios cuando tuvo su primera
intervalos relacion sexual.
Numero de parejas Cuantitativa 0 NUmero de personas con
sexuales en los discreta por 1 las que mantuvo
altimos dos afios intervalos >2 relaciones sexuales en el
periodo analizado
Numero de embarazos Cuantitativa 0-3 NUmero de embarazos
discreta por >3 que llegaronono a
intervalos término.
Trastornos Cualitativa Sin trastornos y sintomas Cualquier trastorno
menstruales y nominal Metrorragia menstrual o sintoma
sintomas politdmica Leucorrea clinico que involucra el
ginecoldgicos Menopausia tracto genital inferior.
Amenorrea espontanea
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Citologia

Cualitativa ordinal
politémica

ASC-US
LSIL (NIC 1)
HSIL (NIC 2/NIC 3)
CaCuU

Interpretacion de los
resultados de la citologia
cervical, segun
Clasificacion de Bethesda
2014,

Infeccion por Virus
del Papiloma

Cualitativa
nominal

Si
No

Resultado de la deteccion
de VPH mediante PCR a

Humano dicotomica punto final con los
iniciadores universales
MY09/11.

Genotipo de VPH
obtenido mediante el
sistema comercial
Anyplex™ [ HPV28
(Seegene) para 19 tipos de
alto riesgo (16, 18, 26, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 53,
56, 58, 59, 66, 68, 69, 73,
82) y 9 de bajo riesgo (6,
11, 40, 42, 43, 44, 54, 61,
70).

Resultado obtenido
mediante el sistema
comercial Anyplex™ [T
HPV28 (Seegene) para
muestras positivas para
mas de un genotipo de
VPH en combinaciones de
2,3, 4ymasde4
genotipos virales.

Genotipificacion de Cualitativa Si
VPH nominal No
dicotomica

Cualitativa Si
nominal No
dicotémica

Infecciones multiples
con VPH

Otros*: Otros sintomas del tracto genital inferior que incluyen al menos una de estas
manifestaciones: prurito, disuria, dispareunia y dolor abdominal bajo.

I11.5. Técnicas y procedimientos
111.5.1. Muestras clinicas

Se tomaron 320 muestras provenientes de mujeres de la regién Litoral del Ecuador; ademas se
confecciond una ficha donde se recolectaron datos acerca de la edad, procedencia, nivel de
escolaridad, estado civil, situacién laboral, edad de inicio de las relaciones sexuales, nimero de
parejas sexuales en los dltimos dos afios, nUmero de embarazos, trastornos menstruales y
sintomas ginecoldgicos, asi como la clasificacion de la citologia previa al diagnostico histologico

de la lesién (Anexo 3).

Las muestras correspondieron a cepillados endocervicales y biopsias de lesiones cervicales
identificadas previamente. Estas, fueron tomadas por los médicos especialistas en ginecologia y

obstetricia que desempefiaban trabajos asistenciales en los diferentes centros de salud
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involucrados en el estudio. Para la toma de muestras, se utilizé el sistema Cobas®PCR Cell
Collection Media (Roche Molecular Systems, Branchburg, NJ 08876, EEUU). El personal
médico siguid las recomendaciones dadas por el fabricante para la colecta de las muestras (Anexo
4), las cuales se almacenaron a -20°C por un tiempo maximo de tres meses, hasta la extraccion
del ADN.

111.5.2. Citologia

Las lesiones cervicales fueron diagnosticadas previamente a la recogida de la muestra
endocervical por el Departamento de Anatomia Patoldgica del centro de salud correspondiente.
El diagndstico citoldgico de las lesiones se realizd segln los criterios establecidos por el sistema
de clasificacion de Bethesda 2014 (115).

111.5.3. Métodos de extraccion y evaluacion de ADN
111.5.3.1. Extraccion de ADN

Para el proceso de extraccion del ADN se utilizo el estuche QlIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN,
Hilden, Alemania), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante (Anexo 5). El ADN
purificado se diluyo en 100 pL de tampon de elucién AE (QlAamp DNA Mini Kit) y se

almaceno a -80°C hasta su uso en los ensayos moleculares.
111.5.3.2. Evaluacion de la calidad del ADN extraido

Luego de la extraccion del ADN, se evalud la calidad del mismo mediante diferentes métodos.
Inicialmente, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, de los ADN extraidos, para
su visualizacion y comprobacion de su integridad (148). Ademas, se cuantifico y evalud la pureza
del ADN, mediante el uso del Espectrofotometro 54 NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™,
Madison WI, EEUU), cordialmente provisto por el Instituto de Biomedicina de la Universidad
Catblica de Santiago de Guayaquil (UCSG). Mediante este procedimiento se calculé la
concentracion del ADN extraido de cada muestra clinica y se determind su pureza a través del
calculo de las relaciones de absorbancia a 260/280 nm y a 260/230 nm, definiendo asi que
estuviera libre de contaminantes proteicos o agentes caotropicos (149). Se incluyeron en los
analisis posteriores todas las muestras de ADN que cumplieron con los criterios de calidad y

pureza evaluados.
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Ademas, para descartar la presencia de inhibidores, se empleé como control interno de
amplificacion de todas las muestras de ADN, una PCR a punto final para la deteccion del gen de
la Beta globina humana, utilizando los siguientes cebadores especificos:

PCO03 (sentido positivo) 5- ACACAACTGTGTTCACTAGC-3
PO04 (sentido negativo) 5-CAACTTCATCCACGTTCACC-3
Estos cebadores generan un producto de 110 pb (150).

111.5.4. Método de deteccidn y tipificacion universal de VPH
111.5.4.1. Deteccion de VPH mediante PCR a punto final con cebadores universales

Para la identificacion del VPH se normaliz6 una PCR convencional anidada empleando los
cebadores universales descritos previamente, MY11/09 (150) y los cebadores internos
GP5+/GP6+ (130). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 94°C por 5 minutos, tanto para los cebadores GP como MY, seguidos de 40
ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min, hibridacion a 50°C por 1 min para MY y a 42°C
para GP, extension a 72°C por 1 min y finalmente el proceso de extensién final a 72°C por 10

min, para ambos protocolos.

Cada reaccion de amplificacion se efectué en un termociclador programable (BIORAD,
Hercules, California 94547, EEUU), en un volumen final de 25 pL de la mezcla de reaccion méas
5 uL de ADN (200 ng), empleando los cebadores MY. En el caso de la reaccion anidada con los
cebadores GP, se utilizaron 5 uL del amplicon de la primera PCR. Los productos de PCR se
visualizaron mediante electroforesis submarina en un gel de agarosa al 2% empleando la tincion
con SYBR®Safe (Invitrogen®, Life Technologies, Carlsbad, California, EEUU) (151). Los
fragmentos amplificados correspondieron a la region L1 del VPH y tuvieron una talla de 450 y
150 pb, respectivamente para cada PCR. La interpretacion positiva o negativa del resultado de
cada PCR se compar6 con los controles positivos (productos de PCR de VPH 16 obtenidos a
partir del ADN de células SiHa con 1-2 copias del genoma de VPH 16 (ATCC, HTB 35,
Rockville, Md, EEUU), de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (del inglés, American Type
Culture Collection, ATCC) y el control negativo (agua destilada en lugar de ADN).
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111.5.4.2. Método de genotipificacion de VPH mediante el sistema comercial Anyplex™ II
HPV28 (Seegene)

Para la genotipificacion del virus, se empleé el sistema Anyplex™ Il HPV28 PCR KIT
(Seegene, Seul, Corea del Sur), que permitio la deteccion en tiempo real de 19 tipos de VPH de
alto riesgo oncogénico (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 73, 82) y
9 de bajo riesgo (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70), a partir de muestras cervicales. Se siguieron
las recomendaciones dadas por el fabricante para la realizacién del protocolo de PCR (Anexo 6).

111.5.5. Amplificacion de las regiones L1, LCR, E6y E7 del VPH 16

Las muestras positivas a VPH 16 mediante la PCR con los iniciadores universales, se
amplificaron ademas con iniciadores especificos para las regiones L1 (dos fragmentos), LCR (2
fragmentos), E6 (un fragmento) y E7 (un fragmento). Las secuencias y toda la informacion sobre
los iniciadores empleados se muestran a continuacion (Tabla 7). Las condiciones de

amplificacion se describen en el Anexo 7.

Tabla 7. Iniciadores empleados en el estudio de filogenia y polimorfismo de VPH 16.

Iniciador | Secuencia Region | Talla | Fuentes

E7-120F | ATAATATAAGGGGTCGGTGG E7

E7-120R | CATTTTCGTTCTCGTCATCTG E7 | 198 b | Wuycols. 2006 (152)

LCR3-F ACTTGTACGTTTCCTGCTTG LCRL | ap00n

LCR3-R GTGTAACCCAAAATCGGTTTGC LCR 1 P pientong y o, 2013 (153)

LCR4-F GTCACCCTAGTTCATACATGA LCR2 |01 o gy cols.

LCR4-R TGCAGTTCTCTTTTGGTGC LCR 2 P

L1-16-1F | ATGTCTCTTTGGCTGCCTAG Lla .

L1-16-1R | GCATCAGAGGTAACCATAGAAC L1a | 874Pb | Fratiycols. 2011 (154)

F6835L GATGTACAAATATCCAGTGGAAC b | | Lurchachaivong y cols. 2000 (155)

R7764L CTGTGCAAAATAACCTTAACTGC L1b Zhingre y cols. 2016 (156)

\'jg:‘i’;?‘;g_,: CGAAACCGGTTAGTATAA E6

R 423 pb | Wu'y cols. 2006 (152)
everse GTATCTCCATGCATGATT E6

variante-R

La amplificacion de dichos fragmentos con iniciadores especificos se realizd con el objetivo de
efectuar analisis filogenéticos e identificacion de mutaciones en regiones informativas del
genoma de VPH 16.

111.5.6. Método de purificacion de productos de PCR

Las muestras en las que se obtuvo amplicones mediante el sistema de PCR anidada se

identificaron como positivas para VPH. Los amplicones obtenidos por este método, ya fueran los
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de la primera o segunda reaccion, se purificaron empleando el estuche de purificacion de
QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Hilden, Alemania), siguiendo las recomendaciones
del fabricante (Anexo 8). A las muestras de ADN purificadas por este método se les analizo la
pureza y concentracion mediante el Espectrofotdmetro 54 NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™,
Madison WI, EE.UU), como se describe anteriormente en el acapite 111.5.3.2, lo que garantizo la

calidad del ADN purificado para su empleo en las reacciones de secuenciacion.
111.5.7. Método de tipificacién por PCR - Secuenciacion, por el método de Sanger

Las muestras purificadas se enviaron a secuenciar, segun los resultados del analisis de la calidad
del producto purificado. Se tomaron en cuenta las recomendaciones y protocolos de la compafiia

Genewiz Inc. (EE.UU) (https://www.genewiz.com/) en la preparacion del producto de PCR

disponible para secuenciar. Esta compafiia emplea el método de Sanger, basado en la quimica de
Big Dye Terminator Cycle Sequencing v 3.1, para la secuenciacion acoplada con un sistema de
electroforesis capilar y el uso de nucle6tidos fluorescentes. El procedimiento se realizd siguiendo

el protocolo de la casa comercial (Applied Biosystems, EEUU).
111.5.7.1. Edicién de los cromatogramas

Los cromatogramas obtenidos en formato Applied Biosystems AB1, se editaron con el programa
de bioinforméatica GENEIOUS versidn 4.84 (Biomatters, Wellington, Nueva Zelanda). Solo se
incluyeron en los andlisis posteriores las secuencias nucleotidicas con cromatogramas de buena
calidad. Cuando fue posible, de cada muestra se obtuvieron dos secuencias del proceso de
amplificacion inicial; una por cada cebador. Estas secuencias se fusionaron para formar una

secuencia consenso a partir de los productos amplificados de una misma muestra.
111.5.7.2. Andlisis de secuencias

A partir de las secuencias nucleotidicas de calidad, se realiz6 un primer anélisis, con las
secuencias consenso obtenidas a partir de los iniciadores universales MYQ09/MY1l y se
compararon con la base de secuencias GenBank de NCBI, mediante el algoritmo PAIRWISE del
programa BLAST (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, Maryland, EEUU),

para determinar los genotipos presentes en las muestras.

En el caso de las secuencias obtenidas a partir de amplificaciones selectivas con iniciadores
especificos de las regiones L1, LCR, E6 y E7, las secuencias consenso se editaron tomando como

referencia la secuencia prototipo, ya fuera para VPH 16 o VPH 58. El andlisis de polimorfismos y
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variantes genéticas para estos genotipos se realizo, tanto con el algoritmo PAIRWISE de BLAST,
como con las opciones de alineamientos maltiples de GENEIOUS (MUSCLE y CLUSTALW)
(Biomatters, Wellington, Nueva Zelanda).

111.5.7.3. Andlisis filogenético de VPH 16 y VPH 58

Se realizaron dos tipos de analisis filogenéticos para definir la presencia de linajes y sublinajes de
VPH 16 y VPH 58. El primer analisis generé un grupo de arboles filogenéticos basados en
coalescencia e incluyo las secuencias correspondientes a la region del gen L1, obtenidas con los
iniciadores universales MY09/MY 11, que fueron positivas VPH 16 y VPH 58.

En el caso del arbol para VPH 16, las secuencias obtenidas en el presente estudio, se compararon
con secuencias de Ecuador, publicadas previamente por Mejia y cols., en 2016 (108), y con
secuencias de diferentes regiones del mundo. Para este genotipo, las secuencias obtenidas se
clasificaron sobre la base del anélisis filogenético de coalescencia, como linajes A, B, C 0 D,
utilizando las siguientes secuencias de referencia de Burk y cols. 2013 (57): Al (K02718), A2
(AF536179), A3 (HQ644236), A4 (AF534061), Bl (AF536180), B2 (HQ644298), C
(AF472509), D1 (HQ644257), D2 (AY686579), D3 (AF402678).

Para la construccién del arbol de VPH 58, las secuencias obtenidas se clasificaron como linajes
A, B, C y D, siguiendo la nomenclatura de Burk y cols., del 2013 (57). El arbol filogenético se
obtuvo mediante analisis de coalescencia y se construyé usando las siguientes secuencias de
referencia: A1 (D90400), A2 (HQ537752), A3 (HQ537758), B1 (HQ537762), B2 (HQ537764),
C (HQ537774), D1 (HQ537768), D2 (HQ537770), descritas previamente por Chan y cols., (157).
También se utilizaron en el andlisis, secuencias ecuatorianas descritas previamente por Mejia y
cols., (108).

Los andlisis de coalescencia se realizaron con el programa BEAST version 1.8.3 (Centre for
Computational Evolution, Auckland, Nueva Zelanda) (158) y el procedimiento se describe

detalladamente en el acépite siguiente.

Para la construccion del segundo grupo de arboles, solo se realizo el analisis filogenético para las
muestras positivas a VPH 16. Para ello se empled el método de méxima verosimilitud (159),
implementado mediante el paquete bioinformatico Mega, version X (160). Los arboles se
construyeron a partir de las secuencias obtenidas por la amplificacion selectiva de las regiones
L1, LCR, E6 y E7 de VPH 16, con iniciadores especificos. Se empleo6 la nomenclatura de linajes
propuesta por Burk y cols., en 2013 (57) y se usaron las siguientes secuencias de referencia: Al
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(K02718), A2 (AF536179), A3 (HQ644236), A4 (AF534061), B1 (AF536180), B2 (HQ644298),
C (AF472509), D1 (HQ644257), D2 (AY686579), D3 (AF402678).

111.5.7.4. Andlisis de coalescencia para la regién L1 de VPH 16 y VPH 58 a partir de

secuencias obtenidas con los iniciadores universales MY09/MY11

La valoracion del tiempo al antepasado comun mas reciente (tMRCA, del inglés, most recent
common ancestor) para VPH 16 y VPH 58, a partir de las secuencias del gen L1 obtenidas
mediante los cebadores universales, se llevd a cabo por andlisis bayesiano basado en la Cadena
de Monte Carlo Markov (MCMC), implementado en el programa BEAST version 1.8.3 (Centre
for Computational Evolution, Auckland, Nueva Zelanda) (158). Para seleccionar el modelo de
sustitucién de nucledtidos que mejor se adapt6 al conjunto de datos, se utilizd6 ModelTest version
2.1.3 y los criterios de informacion de AKAIKE (AIC, Akaike information criterion, por sus

siglas en inglés) (161).

El trazado Bayesiano del horizonte (BSP) fue seleccionado como un modelo para estimar la
evolucion y parametros coalescentes. Los andlisis de BSP se ejecutaron bajo dos modelos de
relojes moleculares, estrictos y relajados no correlacionados. Se fijé una tasa de sustitucion de
1,84x10°8 sustituciones por sitio por afio, descrita previamente por Chen y cols., (162). Este valor
tedrico proviene de los puntos de calibracion fésiles para los Virus del Papiloma Felino (163). El
mejor modelo de reloj se eligi6 sobre la base de un andlisis de factores bayesianos. Las pruebas
de MCMC se ejecutaron durante 5x10’ generaciones. Cada 5000 generaciones se muestred, para
lograr un tamafio de muestra efectivo (ESS, effective simple size, por sus siglas en inglés) > 200.
Todos los registros de la corrida por el programa BEAST se analizaron con el programa
TRACER version 1.5 (http://Beast.bio.ed.AC.uk/treeannotator). El maximo clado de credibilidad

del arbol (MCCT, maximum credibility clade tree, por sus siglas en inglés) se construy6 con la

herramienta de arboles, Anotador (http://Beast.bio.ed. AC.uk/treeannotator) después de descartar

el 2 % del muestreo. EI MCCT que resume la informacion posterior de las topologias y la
mediana de las longitudes de las ramas de los arboles muestreados, se visualizé con el programa
FigTree version 1.4.0, (http://Tree.bio.ed.AC.uk/).
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111.5.7.5. Anélisis de polimorfismos en las regiones L1, LCR, E6 y E7 para VPH 16, y region
L1 para VPH 58

Los productos de amplificacion generados, tanto con los cebadores universales MY09/MY11 de
las muestras positivas a VPH 16 y a VPH 58 como con los cebadores especificos para VPH 16
(regiones L1, LCR, E6 y E7), se analizaron mediante el programa BLAST (del inglés, Basic
Local Alignment Search Tool). Dicho programa permitioé determinar la presencia de mutaciones o
polimorfismos a través de la comparacion de las secuencias obtenidas en el presente estudio, con
las secuencias de referencia internacional definidas por Burk y cols., 2013, (57) disponibles en la
base de genes GenBank (wwwi//ncbi.nih.gov). Estos analisis permitieron determinar los

polimorfismos que pudieran asociarse a la presencia de lesiones cervicouterinas y CaCU.

111.5.8. Resumen del flujograma de trabajo

Para facilitar la comprensién de los procedimientos de trabajo desarrollados en la presente
investigacion, se muestra un diagrama de flujo (Figura 9). A las mujeres enroladas en el estudio
se les realizd un cepillado cervical para obtener células de las que se extrajo ADN, el cual se
amplificd con cebadores universales para el gen L1. Los productos de las muestras positivas a
VPH se genotipificaron. Se realizd analisis filogenético de coalescencia para la region L1 de
VPH 16 y 58, amplificada con cebadores universales, y analisis de maxima verosimilitud para
fragmentos de las regiones L1, E6, E7 y LCR de VPH 16, amplificados con cebadores
especificos. Se realizaron alineamientos para identificar polimorfismos y variantes genéticas de
VPH 16 y VPH 58.

I11.6. Andlisis estadistico

El calculo del tamafio muestral se realiz6 mediante el paquete estadistico Epi Info StatCalc
version 7.2.5.0 (CDC, Atlanta, EE.UU), con un margen de error del 5 % y un nivel de
confiabilidad del 97 %.

El analisis estadistico de los resultados se realizé a dos niveles: descriptivo y analitico bivariado.
Para ello se empled el paquete estadistico SPSS version 21 (IBM, Endicott, Nueva York, EEUU).
El andlisis estadistico descriptivo se basé en el calculo de frecuencias absolutas y relativas. Para
el componente estadistico bivariado se utilizaron las tablas de contingencia donde se evalud el

nivel de asociacién mediante la prueba de (Chi Cuadrado) X de Pearson.
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Figura 9. Diagrama de flujo de trabajo desarrollado para definir la frecuencia de genotipos y
variantes genéticas del VVPH circulantes en mujeres mayores de 30 afios, con lesiones cervicales,
residentes en la region Litoral del Ecuador, periodo 2012-2015.
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También se calculo el nivel de riesgo mediante la prueba de razén de prevalencias corregido con
el estadistico de Mantel-Haenszel. Para todas las pruebas estadisticas se considerd un nivel de
significacion de p<0,05. Se tuvieron en cuenta como variables dependientes a las lesiones
citoldgicas cervicales, desde ASC-US hasta CaCU. Como variables independientes se definieron
las variables sociodemograficas, clinico-epidemioldgicas, especificamente las ginecolodgicas, y
variables viroldgicas. Se consideraron significativos valores de p<0,05 y a los valores de Razén
de Prevalencia (RP) RP>1 se les defini6 como factores de riesgo probable, mientras que los
valores de RP<1 se les consideré como factores de proteccion, con un intervalo de confianza del
95 %.

I11.7. Consideraciones éticas

El estudio se realizé de acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki (164) sobre lo
establecido por las normas éticas, institucionales y regionales, de la medicina actual; la
investigacion clinica en humanos y las Normas de la OMS establecidas por el Consejo de
Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas, OMS-CIOMS (165). Cont6é con la
aprobacion de la Comision de Etica y Cientifica del Hospital “Francisco Icaza Bustamante”. Las
pacientes reclutadas, después de haber recibido toda la informacion necesaria a través de charlas
y material escrito, pudieron decidir si deseaban participar o0 no en el estudio. Se les explico a las
participantes como se realizaria el estudio por parte de un personal calificado, empleando un
lenguaje claro y sencillo para facilitar su comprension, asi como la importancia del estudio y su
beneficio. Se le solicitd a cada paciente su Consentimiento Informado (Anexo 9), se les entregd
una copia firmada y se les informé que podrian retirarse del estudio sin perjuicio alguno. Toda la
informacion individual relacionada con los sujetos quedd debidamente almacenada una base de
datos en el programa Excel y custodiada por los responsables del estudio, de forma tal que se

garantizara la absoluta confidencialidad de los datos personales.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. Caracteristicas generales de la poblacion estudiada

La poblacién analizada estuvo constituida por 320 mujeres que cumplieron con los criterios de
inclusion y exclusion; y que procedian de todas las provincias de la region Litoral del Ecuador,
antes mencionadas. Las caracteristicas generales de la poblacién de estudio puede observarse en
la Tabla 8.

Tabla 8. Caracteristicas sociodemograficas y clinico-epidemioldgicas de la poblacion de estudio
que incluyé mujeres con edad mayor o igual a 30 afios, con lesiones citologicas y CaCU,

residentes en la region Litoral del Ecuador. Periodo 2012-2015.

Variable Categorias o grupos Numero de Frecuencia

pacientes (n=320) relativa (%)
Edad en afios 30-40 171 53,44
41-50 69 21,56
51-60 38 11,87
>60 42 13,13
Procedencia Esmeraldas 33 10,31
Provincias de la region Manabi 66 20,63
Litoral del Ecuador Guayas 109 34,06
Los Rios 31 9,69
Santa Elena 24 7,50
El Oro 57 17,81
Nivel Escolaridad Educacion basica 268 83,75
Educacidn superior 49 15,31
Valores perdidos 3 0,94
Estado civil Casada 133 41,56
Soltera 78 24,38
Divorciada 11 3,44
Viuda 13 4,06
Otra 84 26,25
Valores perdidos 1 0,31
Situacion laboral Ama de casa 238 74,38
Estudiante 9 2,81
Profesional 31 9,69
Obrera 17 5,31
Técnica 3 0,94
Privado informal 20 6,25
Valores perdidos 2 0,63
Edad de inicio de las 10-18 afios 169 52,81
relaciones sexuales >18 afios 84 26,25
Datos perdidos 67 20,94

55



Resultados y Discusion

NUmero de parejas 0 9 2,81
sexuales en los dos altimos 1 193 60,31
afios >2 48 15,00
Valores perdidos 70 21,88

Numero de embarazos 0-3 138 43,13
>3 151 47,19

Valores perdidos 31 9,69

Trastornos menstruales y Sin trastornos y sintomas 104 32,50
sintomas ginecoldgicos Metrorragia 50 15,63
Leucorrea 50 15,63

Menopausia 17 5,31

Amenorrea espontanea 5 1,56

Amenorrea permanente 1 0,31

Metrorragia/ Leucorrea 2 0,63

Otros* 4 1,25

Valores perdidos 87 27,19

Citologia ASC-US 80 25,00
LSIL (NIC 1) 91 28,44

HSIL (NIC 2/NIC 3) 126 39,38

CaCU 23 7,19

Fuente: Resultados de la investigacion. Otros*: Otros sintomas del tracto genital inferior que
incluyen al menos una de estas manifestaciones: prurito, disuria, dispareunia y dolor abdominal

bajo.

La mediana de la edad de las mujeres incluidas en el presente estudio fue de 43,83 afios, con un
rango que varid entre 30 y 83 afios. El grupo de mujeres entre 30 y 40 afios constituyo el grupo
predominante de la poblacion estudiada (53,44 %). La mayor parte de las pacientes residian en
las provincias de Guayas y Manabi, y constituyeron el 54,69 % del total. En cuanto al resto de las
variables sociodemogréficas, las mujeres con nivel educacional primario y secundario (educacion
basica) fueron el segmento de poblacion mayoritario (83,75 %); las mujeres casadas (41,56 %)
fueron la mayoria. Asi mismo, las amas de casa fueron mas numerosas, con respecto a la
situacion laboral (74,38 %).

En cuanto al resto de variables clinicas y ginecoldgicas, se evidencid que la edad de inicio de
relaciones sexuales tuvo una mediana de 18 afios, con valores, minimo de 12 y maximo de 37
afios. La media de embarazos fue de 4,19; con un rango entre 0 y 17 gestaciones. Ademas, las
mujeres incluidas en el estudio refirieron un promedio de 1,25 parejas sexuales en los dos ultimos

afios, con un rango entre 0 y 6 parejas.

Un nOmero importante de mujeres no presentaron trastornos menstruales o sintomas

ginecologicos (32,50 %). El resto de las mujeres presentaron varios tipos de trastornos
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menstruales o sintomas ginecoldgicos, y se identifico la metrorragia y la leucorrea como las mas

frecuentes (15,63 % ambas).

Se ha reportado previamente, en un estudio realizado en adolescentes de diferentes provincias y
de diversos origenes socioculturales, que la edad de inicio de las relaciones sexuales en Ecuador
tuvo una media de 15 afios, tanto para hombres como para mujeres (166). Estudios similares
realizados en Ameérica Latina reportan que méas de un 50 % de las mujeres, con una edad
promedio de 30 afios 0 mas, refieren una pareja sexual durante casi toda su vida sexual activa
(167).

Con respecto a los sintomas ginecologicos mas frecuentes identificados en la poblacion
estudiada, la leucorrea o flujo vaginal y la metrorragia se detectaron en el mayor porcentaje de los
casos. Aungue la mayoria de las mujeres investigadas solo refirié una pareja sexual durante toda
su vida sexualmente activa, este comportamiento no excluye la posibilidad de padecer
infecciones vaginales que causen estos sintomas. Esto pudiera deberse a la diferencia en el
comportamiento de los hombres respecto al de las mujeres. Los hombres cominmente tienen
conductas sexuales promiscuas de manera frecuente, no usan condon. Este comportamiento
constituye la causa mas comudn del contagio de sus esposas con infecciones de transmision

sexual, segln otros autores de estudios similares en la region (168, 169).

En otros estudios realizados en poblaciones femeninas del Ecuador se ha podido evidenciar que
el sintoma ginecologico referido también con mas frecuencia es el flujo vaginal (170-172).
Ademas, se ha encontrado relacion entre las conductas de riesgo, fundamentalmente en los
hombres, como el no uso de condbn y la promiscuidad, relacionados con la presencia de
leucorrea en sus esposas. El hecho de tener varias parejas sexuales constituye uno de los
principales factores de riesgo para la infeccion con agentes como el VPH, relacionado con una
alta incidencia de CaCU (170-173).

Es de destacar que el 39,38 % de las mujeres analizadas presentaban lesiones de alto grado,
aunque el numero de casos con lesiones cervicales, por provincia fue heterogéneo. En provincias
como El Oro y Santa Elena, no se obtuvieron muestras de pacientes con CaCU. Otras provincias,
como Manabi y Esmeraldas, aportaron solo muestras con lesiones tipo ASC-US y LSIL. Las
provincias de Guayas y Los Rios fueron las Gnicas con una alta proporcion de casos con lesiones

de alto grado y CaCU. Tanto en Ecuador como en otros paises de Latinoamérica existen reportes
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en poblacidn aparentemente sana, donde el porcentaje de ASC-US varia entre 0,6 y 10,4 %; para
LSIL se reporta entre 1,8 y 14,5 %; mientras que las lesiones de alto grado se identifican en cerca
del 2 % de los casos (168, 173). En el presente trabajo, los porcentajes fueron superiores ya que
son mujeres mayores de 30 afios con citologias positivas previamente, pero llama la atencién de
que existen variaciones entre provincias con respecto a la presencia de lesiones de alto grado y
CaCU. Estos sesgos fueron considerados en los anélisis estadisticos bivariados que se muestran
en el presente trabajo.

IV.2. Frecuencia de infeccion por Virus del Papiloma Humano, genotipos circulantes en
mujeres con lesiones intraepiteliales cervicales y cancer cervicouterino, residentes en la

region Litoral del Ecuador

IV.2.1. Frecuencia de infeccion por VPH en la poblacion estudiada, distribucion de acuerdo

con las variables sociodemograficas y clinico-epidemioldgicas

Los resultados obtenidos exhiben una frecuencia alta de infeccion por VPH (93,75 %, 300/320)
en la poblacién de estudio, como es de esperar ya que se incluyeron solo mujeres con lesiones
citoldgicas, confirmadas por histologia. Las diferencias, entre los grupos etarios en que fue

categorizada la poblacion, fueron minimas en cuanto a la positividad al VPH.

Asi mismo, no se observaron grandes diferencias en cuanto a las frecuencias de infeccion por
provincia, no obstante, las cifras mas altas las presentaron las provincias de Esmeraldas (100 %)
y Manabi (98,49 %).

Con relacion a las variables nivel de escolaridad, estado civil y situacion laboral, no se
encontraron diferencias significativas para las frecuencias de infeccion entre cada una de las
variables. Las mujeres que iniciaron las relaciones sexuales antes de los 18 afios y las que
tuvieron tres 0 mas embarazos, mostraron la mayor frecuencia de infeccion por VPH. En las
pacientes con trastornos menstruales y sintomas ginecoldgicos se detectaron los porcentajes mas

elevados de infeccién por VPH.

Se han estudiado a profundidad muchas variables sociodemograficas y clinico-epidemioldgicas
por su asociacion con la infeccion por VPH vy las lesiones precursoras del CaCU, tal es el caso del
inicio temprano de las relaciones sexuales, el nimero elevado de parejas sexuales, el nivel bajo
de escolaridad, la carencia de pareja sexual estable, las malas condiciones socioecondmicas, el

habito de fumar, el uso de anticonceptivos orales, entre otras (174).
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En la literatura se evidencia a la multiparidad como un factor de riesgo para la infeccion por VPH
y el desarrollo de CaCU. Se plantea que un mayor nimero de embarazos a término en edades
tempranas tiene un rol potenciador para la transicion de la infeccion por VPH y el desarrollo de
lesiones neoplasicas. El incremento del riesgo de CaCU en mujeres jovenes con embarazo a
término, se puede atribuir a traumas cervicales durante el parto, que pueden resultar en una
ectopia, incrementando asi la exposicion del tejido escamo-columnar a la infeccion por VPH.
Este fendmeno se estudid en varias regiones geograficas, particularmente en Estados Unidos
(175) e Inglaterra (176) y también resultd un factor de riesgo para la aparicion y el desarrollo de
las lesiones precursoras del CaCU en poblaciones similares. La infeccion por VPH es un requisito
previo para el desarrollo de este tipo de cancer, pero varios cofactores, entre ellos la accion de las
hormonas esteroideas sexuales, pudieran ser desencadenantes en este proceso (177).

El tipo de lesion citoldgica confirmada por histologia mostré diferencias en cuanto a la frecuencia
de infeccion por VPH. Se observd que de las 300 muestras positivas para el virus, el 40,67 %
(122/300) correspondian a lesiones de tipo HSIL; 29,33 % (88/300) a LSIL, 22,33 % (67/300) a
lesiones tipo ASC-US y el 7,67 % (23/300) a CaCU. Sin embargo, al estudiar la frecuencia dentro
de cada grupo de mujeres con lesiones, se observo que el porcentaje de infeccion por VPH fue
elevado, incluso se incrementd a medida que aumentaba el grado de la lesion. Asi, en muestras
con citologias ASC-US fue del 83,75 % (67/80), incrementandose en muestras con una citologia
LSIL (96,70 %; 88/91) y HSIL (96,83 %; 122/126), para finalmente alcanzar el 100% en
muestras con CaCU (Tabla 9).

Existe un consenso general, basado en evidencias epidemiologicas, clinicas y viroldgicas que han
permitido concluir que la infeccién por VPH es la causa del CaCU, particularmente los VPH-AR,
cuyo genoma se ha encontrado en mas del 90 % de todos los carcinomas de células escamosas del
tracto anogenital (1-3). De manera, que a medida que se incrementa el grado de atipia de la
lesion, se incrementa la frecuencia en que se detecta el genoma del VPH. Se describe en la
literatura que se puede detectar VPH mediante técnicas moleculares en cerca del 60 % de las
LSIL, en aproximadamente el 80 % de las HSIL y més del 90 % de los casos de CaCU (178).

Es conocido que la frecuencia de infeccion varia entre paises, regiones y provincias, en mujeres
con citologia negativa y con lesiones de bajo grado, sobre todo cuando se estudian mujeres con

amplia distribucién de grupos etarios.
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Tabla 9. Frecuencia de infeccion por VPH de acuerdo con las variables sociodemogréaficas y

clinico-epidemioldgicas, en la poblacién de estudio que incluyd mujeres con edad mayor o igual

a 30 afios, con lesiones citoldgicas y CaCU, residentes en la region Litoral del Ecuador, periodo

2012-2015.
NUmero Numero de Frecuencia de
Variable Categorfas 0 grupos de casos positivos | casos positivos a
pacientes a VPH VPH (%)
(n=320) (n=300)
30-40 171 161 94,15
Edad en afios 41-50 69 63 91,30
51-60 38 36 94,73
>60 42 40 95,24
Procedencia Esmerald,as 33 33 100,00
Provincias de la Manabi 66 65 98,49
region Litoral Guaygs 109 102 93,58
del Ecuador Los Rios 31 29 93,55
Santa Elena 24 21 87,50
El Oro 57 50 87,72
Nivel de Educa_cién bésic_a 268 252 94,03
. Educacion superior 49 45 91,84
Escolaridad .
Valores perdidos 3
Casada 133 125 93,99
Soltera 78 72 92,31
Estado civil Divqrciada 11 11 100,00
Viuda 13 13 100,00
Otra 84 78 92,86
Valores perdidos 1
Ama de casa 238 224 94,12
Estudiante 9 9 100,00
Situacion Profesional 31 27 87,10
laboral Qbre_ra 17 15 88,24
Técnica 3 3 100,00
Privado informal 20 20 100,00
Valores perdidos 2
Edad de inicio 10-18 afios 169 163 96,45
de las relaciones >18 afos 84 74 88,10
sexuales Valores perdidos 67
Numero de 0 9 9 100,00
parejas sexuales 1 193 193 100,00
en los ultimos >2 48 48 100,00
dos afos Valores perdidos 70 50
0-3 138 138 100,00
Numero de >3 151 151 100,00
embarazos Valores perdidos 31
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Sin trastornos y 104 99 95,20
sintomas 50 47 94,00
Metrorragia 50 46 92,00
Trastornos Leucorrea 17 17 100,00
menstruales y Menopausia 5 2 40,00
sintomas Amenorrea espontanea 1 1 100,00
ginecoldgicos Amenorrea permanente 2 2 100,00
Metrorragia/Leucorrea 4 4 100,00

Otros* 87

Valores perdidos

ASC-US 80 67 83,75
Citologia LSIL (NIC 1) 91 88 96,70
HSIL (NIC 2/NIC 3) 126 122 96,83
CaCU 23 23 100,00

Fuente: Resultados de la investigacion. Otros*: Otros sintomas del tracto genital inferior que
incluyen al menos una de estas manifestaciones: prurito, disuria, dispareunia y dolor abdominal
bajo.

Como se evidencia en los resultados, la frecuencia de infeccion por VPH fue notablemente alta
en todos los grupos de mujeres, y el comportamiento en cuanto a los valores de positividad no
difirié practicamente entre las provincias. Estos resultados contrastan con lo que se reporta en la
poblacion abierta, que es muy heterogénea, pues incluye mujeres en diferentes estadios de la
infeccion, aun cuando no tienen lesiones cervicales. Como era de esperar, en el presente estudio,
la infeccion por VPH en las mujeres analizadas, mujeres mayores de 30 afios, con lesiones

precursoras y CaCU, es superior al 90 %, aspecto ampliamente descrito en la literatura (179-181).

De acuerdo a un meta-analisis realizado en el 2010, que incluyé un millon de mujeres con
citologia normal, procedentes de 59 paises y 5 continentes, la prevalencia de la infeccion cervical
se mantiene en el rango de 1,6 a un 25 %, con una prevalencia global estimada de 11,7 %, aunque
fue diferente segun las regiones geograficas. De hecho, la prevalencia del VPH se estimé en un
24 % en Africa Sub-Sahariana, en el Este de Europa un 21,4 % y en Latinoamérica un 16,1 %.
Los menores valores de prevalencia se encontraron en América del Norte (4,7 %) y el Oeste
Asiatico (1,7 %) (182).

Otro meta-analisis realizado por autores mexicanos incluyd el estudio de 1425 muestras de
mujeres con citologia normal provenientes de diferentes paises, como México, Estados Unidos,
Canad4, Brasil, Suecia, Tanzania, Sudéafrica, Tailandia, Arabia Saudita y Australia (183). Dichos
autores detectaron una prevalencia de infeccion por VPH de 12,4 % (183). Estudios realizados en

mujeres indigenas de Argentina se observan cifras elevadas de infeccion por VPH, cercanas al 40
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%, pues la prevalencia varia drasticamente dentro de las regiones de un mismo pais y se han
descrito diferencias significativas entre provincias o asentamientos (184).
IV.2.2. Genotipos de VPH en la poblacion estudiada

En la Figura 10 se muestran las frecuencias relativas de los genotipos de VPH en la poblacién de

estudio.
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Figura 10. Frecuencia relativa de genotipos de VPH en poblacion femenina mayor de 30 afios,
con lesiones cervicouterinas, residentes en la region Litoral del Ecuador, periodo 2012-1015. Se
destacan las altas frecuencias individuales de los genotipos de alto riesgo oncogénico (VPH-AR

en azul), en comparacién con los de bajo riesgo (VPH-BR en amarillo).

Se identificaron los 28 genotipos que detecta la técnica de genotipado empleada. Entre los 300
casos positivos, predominaron los VPH-AR, que en orden de frecuencia fueron VPH 58 (81,33
%; 244/300), VPH 70 (38,67 %; 116/300), VPH 53 (37,33 %; 112/300), VPH 35 (33,33 %j;
100/300), VPH 16 (33,00 %; 99/300), VPH 33 (29,33 %; 88/300), VPH 31 (25,00 %; 75/300),
VPH 18 (19,00 %; 57/300), VPH 56 (15,00 %, 45/300), VPH 52 (10,00 %; 30/300), VPH 57
(7,33 %; 22/300), VPH 68 (6,33 %; 19/300), VPH 73 (6,00 %; 18/300), VPH 39 (4,00 %;
12/300), VPH 45 (3,67 %; 11/300), VPH 66 (3,66 %; 11/300) y VPH 82 (2,00 %; 6/300). Entre
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los VPH-BR se encontraron los tipos VPH 69 (21,67 %, 65/300), VPH 61 (18,67 %, 56/300),
VPH 6 (11,67 %, 35/300), VPH 11 (9,67 %, 29/300), VPH 42 (10,33 %, 31/300), VPH 43 (7,33
%; 22/300), VPH 51 (6,67 %; 20/300), VPH 54 (4,33 %; 13/300), VPH 44 (3,67 %; 11/300),
VPH 40 (1,00 %; 3/300) y VPH 63 (0,33 %; 1/300).

El genotipo 58 fue el mas frecuente en todas las provincias estudiadas, y no el 16 como se reporta
en la mayoria de los estudios realizados en diferentes paises latinoamericanos y a escala global,
donde se ha demostrado que el VPH 16 es el genotipo mas frecuente, en todos los grupos etarios,
tanto en mujeres con citologia negativa (95) como en las que presentan lesiones cervicales de
diferente grado o CaCU (185).

En la presente investigacion el VPH 58 fue entre dos y cuatro veces méas frecuente que otros
VPH-AR. Un fendmeno similar fue reportado recientemente por Carrion y cols., en un estudio
realizado en mujeres indigenas de la provincia del Cafiar. No obstante, en dicho estudio se
identificd el VPH 31 en més de la mitad de las mujeres y el VPH 16 solo se detectd en el 12,95

%, sin embargo el VPH 58 se pudo identificar en el 32,98 % de las mismas (40).

Los patrones de circulacion de los genotipos virales pueden variar, por ejemplo, en estudios
realizados en Brasil, los genotipos 56 y 39, siguen en frecuencia al 16 (185). En Asia,
particularmente en China, los genotipos 52, 33 y 81 se presentan mas comunmente después del
16 (186, 187). En México, segun los estudios mas recientes, los genotipos mas frecuentes son
VPH 58, 31, 18, 70 y 35 (188). En Cuba, segtn un articulo publicado por Guilarte y cols., en el
2020, los genotipos pueden variar su circulacién entre provincias de las regiones occidental,
central y oriental del pais, aunque el mas frecuente fue el VPH 16 en toda la isla (189).
Recientemente, en investigaciones efectuadas en el noreste de Brasil y sur de México, se reportan
prevalencias altas para otros tipos de VPH diferentes al 16 y 18, en particular los tipos 33 y 58
(21-23). Estos resultados y otros en todo el mundo, demuestran la particularidad en la circulacion

del VPH, por paises o regiones geograficas y provincias (185-188).
IVV.2.3. Distribucion de genotipos de VPH en la poblacion estudiada con respecto a las
provincias de residencia y al grado de las lesiones citologicas

Aunque el VPH 58 fue el mas frecuente en las mujeres de todas las provincias estudiadas, el
patrén de circulacion de los VPH-AR fue ligeramente variable entre ellas. En la provincia de El

Oro, donde se identificaron 50 casos positivos a VPH, los tipos mas frecuentes fueron VPH 58
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(70,00 %, 35/50), 53 (48,00 %, 24/50), 33 (46,00 %, 23/50) y 70 (38,00 %, 19/50). En la
provincia de Esmeraldas, el patron de genotipos mas frecuentes fue muy similar en los 33 casos
positivos a VPH: el genotipo 58 (87,87 %, 29/33), 53 (48,48 %, 16/33), 35 (45,45 %, 15/33), 70
(39,39 %, 13/33) y el VPH 16 (24,24 %, 8/33). Sin embargo, la provincia del Guayas presento un
perfil de genotipos un tanto diferente en sus 102 pacientes positivas al virus, aunque el VPH 58
(87,25 %, 89/102) siguid siendo el genotipo mas frecuente, aparecieron también, entre los méas
identificados: VPH 70 (47,05 %, 48/102), 16 (45,09 %, 46/102), 53 (31,37 %, 32/102) y 35
(27,45 %, 28/102). En esta provincia se evidencio como se incrementaron los porcentajes de los
tipos 16 y 70. La provincia de Los Rios presento practicamente el mismo patron de circulacion de
genotipos que la provincia del Guayas. En Los Rios, de las 29 mujeres infectadas con VPH, el
tipo 58 se detectd en 25 (86,20 %), el 70 en 18 mujeres (62,06 %), el VPH 16 en 13 casos (44,82
%), el tipo 53 en 10 (34,48 %) y el genotipo 35 en 7 (24,13 %). La provincia de Manabi, con 65
pacientes positivas, mostrd una distribucion de genotipos similar a las provincias de EI Oro y
Esmeraldas, aunque el VPH 53 no fue el segundo en frecuencia, sino el tipo 33, siguiendo esta
secuencia: VPH 58 (70,76 %, 46/65), VPH 33 (60,00 %, 39/65), VPH 56 (41,53 %, 27/65), VPH
53 (36,92 %, 24/65) y VPH 35 (35,38 %, 23/65). Finalmente, la provincia de Santa Elena, dentro
de 21 sus casos positivos, siguio un patron similar al de Manabi, VPH 58 (95,23 %, 20/21), VPH
33 (52,38 %, 11/21), VPH 35 (47,61 %, 10/21), VPH 16 (33,33 %,7/21).

En la presente investigacion el patron de circulacion de genotipos fue similar en todas las
provincias, pues el VPH 58 fue el mas frecuente. Sin embargo, estos resultados no coinciden con
un estudio realizado en el 2009, en la provincia de Santa Elena, donde se demostré una alta
circulacién del VPH en mujeres (24,2 %), detectdndose un mayor porcentaje de los genotipos de
VPH-AR (16, 52, 58, 59) y los VPH-BR (62, 71, 72 y 83) (106). Es posible que estas
discrepancias se deban a que en dicho estudio se incluyé un menor nimero de casos y pudo no
ser representativo de la poblacion. Aunque, por otra parte, en 2017, Dalgo Aguilar y cols.,
realizaron un analisis similar en un grupo de 431 mujeres del sur de Ecuador, quienes fueron
seleccionadas por los resultados positivos de la citologia. Dichas mujeres pertenecian a las
provincias de Loja, Zamora y El Oro. En ellas se identificaron mayoritariamente genotipos
oncogeénicos de VPH. Predominaron los tipos 16 en las diagnosticadas con HSIL y 18 en las
ASC-US, en las cuales se identificé el VPH 16 en el 62,5 % y VPH 18 en el 32,9 % de los casos,
respectivamente (25). Como se evidencia, solo la provincia de ElI Oro pertenecia a la region

Litoral, por lo que el presente trabajo es el primero que incluye seis de las siete provincias de la
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region de la costa, y pudiera reflejar de manera mas homogénea las caracteristicas de la poblacion

femenina con lesiones citoldgicas, asi como los patrones de circulacién del VPH.

En el trabajo realizado por Carrién y cols., en mujeres del Cafiar, se evidencié un panorama
similar, pues en los asentamientos urbano y rural del Cantén circulaba de manera mas frecuente
el VPH 31, aun cuando las mujeres tenian estilos de vida y culturales diferentes, evidenciandose

un patrén de circulacién viral muy particular para las mujeres de dicha region (40).

En relacion a la citologia (Tabla 10), en las muestras con lesiones tipo ASC-US predominé el
genotipo 58. Las lesiones con citologia LSIL exhibieron una alta de frecuencia de los tipos: 58,
33, 53, 35 y 61. La citologia HSIL presentd una importante presencia de los genotipos, 58, 70,
16, 53 y VPH 35. En las muestras con CaCU, se observé el predominio de los genotipos, 58, 16,
70, 31 y 53. Como se evidencia en la Tabla 10, el VPH 58 fue el mas frecuente en todos los tipos
de lesiones citologicas. Sin embargo, cuando se comparé la frecuencia de aparicion del VPH 16,

se observo que se incrementaba en las HSIL y en los casos con CaCU.

Es significativa la frecuencia elevada del VPH 58 en esta poblacion, mientras el VPH 16 es el
segundo méas comudn en los casos con CaCU. EI VPH 70, que mostré ser el segundo mas
frecuente en las provincias de Guayas y Los Rios, estuvo presente fundamentalmente en los casos
con HSIL y CaCU. Estd mas que demostrada la asociacion de los VPH 16 y 18 con el CaCU (25),
sin embargo, los genotipos detectados en mayor proporcion en las lesiones precursoras y el CaCU
sugieren su posible implicacién en la evolucion y desarrollo de esta neoplasia en la poblacion

objeto de estudio.

IV.2.4. Frecuencia de infecciones multiples por VPH

En la presente investigacion se detectd la presencia de infecciones maltiples, es decir con méas de
dos genotipos de VPH, en 276 (92,00 %) de las 300 muestras infectadas. Se encontraron hasta 13
genotipos diferentes de VPH en una paciente, resultando la combinacion de tres genotipos (22,46

%, 62/276) la méas frecuente, entre las combinaciones observadas.

En la Figura 11 se representan las frecuencias de infecciones multiples, especificamente las
combinaciones particulares de coinfecciones con dos genotipos de VPH en las mujeres

estudiadas.
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Tabla 10. Distribucion de frecuencias de genotipos de VPH de acuerdo con la lesion
cervicouterina en la poblacién de estudio que incluyé mujeres con edad mayor o igual a 30 afos,

con lesiones citoldgicas y CaCU, residentes en la region Litoral del Ecuador, periodo 2012-2015.

ASC-US LSIL HSIL CaCU

GENOTIPOS N=67 N=88 N=122 N=23

n__ (%) n__ (%) n (%) |n (%
VPH 6 4 597 | 9| 1023 | 15 | 123 | 7 | 3043
VPH 11 6 896 |13] 1477 | 10 | 82 [0 | 000
VPH 16 15 | 2230 |14 1501 | 54 | 443 |16 | 69,57
VPH 18 14 | 2090 [17] 1932 [ 21| 172 |5 | 2174
VPH 31 17 | 2537 [23]| 2614 | 25 [ 205 |10 | 4348
VPH 33 21 | 3134 |42 4773 | 23 | 189 | 2 | 870
VPH 35 27 | 4030 [33] 3750 | 37 | 303 | 3 | 1304
VPH 39 2 299 [ 5] 568 | 4 33 | 1| 435
VPH 40 1 149 [0 o000 | 1 08 | 1| 435
VPH 42 3 448 12| 1364 | 13 | 107 | 3 | 1304
VPH 43 6 896 | 8] 900 | 7 57 | 1| 435
VPH 44 1 149 | 5] 568 | 5 41 | o | 000
VPH 45 1 149 |2 [ 2271 | 1 08 | 0] 000
VPH 51 5 746 | 9] 1023 | 4 33 | 2| 870
VPH 52 3 448 [10] 1136 | 15 | 123 [ 2 | 870
VPH 53 25 | 3731 38| 4318 [ 30 | 320 |10[ 4348
VPH 54 5 746 [ 3] 341 | 4 33 | 1| 435
VPH 56 7 | 1045 [22] 2500 | 13 | 107 | 3 | 1304
VPH 58 55 | 8209 [67| 7614 |101| 828 |21 91,30
VPH 59 5 746 | 12| 1364 | 3 25 | 2| 870
VPH 61 11 | 1642 [20] 3295 | 15 | 123 | 1 | 435
VPH 63 0 000 |[1] 114 | 0 00 |0 ] 000
VPH 66 4 597 | 1] 114 | 4 33 | 1| 435
VPH 68 3 448 | 6| 682 | 8 66 | 2 | 870
VPH 69 17 | 2537 [28]| 3182 [ 17 | 139 | 3 | 1304
VPH 70 22 | 3284 |25 2841 | 58 | 475 |11 | 47,83
VPH 73 6 896 | 8] 900 | 2 16 [ 2] 870
VPH 82 0 000 |[1] 114 | 4 33 | 1| 435

Fuente: Resultados de la investigacién. En negrita se destacan los genotipos de VPH con
mayores frecuencias de infeccion, de acuerdo a los resultados obtenidos para cada una de las
lesiones citoldgicas. VPH 16 y VPH 70 fueron los més frecuentes en HSIL y CaCU, mientras que
VVPH 58 fue el mas frecuente en todas las lesiones.
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COMBINACIONES DE GENOTIPOS DE VPH EN INFECCIONES MULTIPLES

VPH 58-70 38.77%
VPH 58-53 34.78%
VPH 58- 35 32.97%
VPH 16 - 58 31.52%

VPH 58-31 24.64%
VPH 18- 58 18.84%
VPH 16 - 70 18.12%
VPH 58- 53 - 70 17.75%
VPH 35-53 17.75%
VPH 16-58- 70 17.03%
VPH 35-70 16.30%
VPH 58-35-70 15.58%
VPH 16 - 53 14.86%
VPH 58-53-35 12.68%
VPH 53-35-70 10.14%
VPH 16 - 35 9.42%
VPH 16-58 - 35 8.70%
VPH 18- 70 8.70%
VPH 18- 35 7.61%
VPH 16 - 31 7.61%
VPH 18-53 7.25% \ w ‘

COMBINACIONES DE GENOTIPOS

0.00% 5.00% 10.00% 15.00% 20.00% 25.00% 30.00% 35.00% 40.00% 45.00%
FRECUENCIA RELATIVA

Figura 11. Frecuencia relativa de combinaciones de genotipos de VPH en las infecciones
maltiples detectadas en poblacion femenina mayor de 30 afios, con lesiones cervicouterinas,

residentes en la region Litoral del Ecuador, periodo 2012-2015.

Las frecuencias altas del VPH 58 y VPH 16 se reflejaron en las combinaciones de genotipos mas
comunes en las infecciones multiples, las cuales fueron, 58/70 (38,77 %; 107/276), 58/53 (34,78
%; 96/276), 58/35 (32,97 %; 91/276), 16/58 (31,52 %; 87/276), 58/31 (24,64 %; 68/276), 18/58
(18,84 %; 52/276), 16/70 (18,12 %; 50/276), 58/53/70 (17,75 %; 49/276), 35/53 (17,75 %;
49/276), 16/58/70 (17,03 %; 47/276), 35/70 (16,3 %; 45/276), 58/35/70 (15,58 %; 43/276), 16/53
(14,86 %; 41/276), 58/53/35 (12,68 %; 35/276), 53/35/70 (10,14 %; 28/276), 16/35 (9,42 %;
26/276), 16/58/35 (8,70 %; 24/276), 18/70 (8,70 %; 24/276), 18/35 (7,61 %; 21/276), 16/31 (7,61
%; 21/276), 18/53 (7,25 %; 20/276), (Figura 11). Las combinaciones donde estuvo presente el
VPH 58 o el VPH 16 se identificaron en mas del 80 % de los casos con HSIL y en méas del 90 %
de los con CaCU.

Como ya se ha planteado en numerosos estudios, las infecciones multiples suelen ser muy
comunes, especialmente en las mujeres mas jovenes, en el pico de su actividad sexual (190-192).

Aspecto que se ha evidenciado en investigaciones con métodos de genotipado amplio, lo cual
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dificulta conocer la contribucion de los genotipos individuales a los diferentes estadios de las
lesiones precursoras del cancer cervical. Esta dificultad se ha abordado por algunos
investigadores, atribuyendo la contribucion de cada genotipo o combinaciones de genotipos
especificos, al desarrollo de las lesiones de forma jerarquica, basandose en la prevalencia definida
para cada genotipo en el CaCU. Wentzensen y cols., detectaron una amplia gama de genotipos
presentes en cada tipo de lesion citolégica y su potencial contribucion a cada una de las etapas del
CaCU. De esta manera establecieron una nomenclatura para determinadas combinaciones de
genotipos que se presentan coinfectando y que pueden contribuir de manera jerarquica, aunque
no sinérgica, al desarrollo del CaCU (193). Por ejemplo, definieron que en coinfecciones donde
estan presentes los VPH 16 y 18, existe un riesgo superior para desarrollar CaCU, esta
combinacién ocuparia el primer nivel jerarquico. De la misma forma, coinfecciones con VPH 31,
33, 35 y 39, ocuparian el segundo nivel jerarquico con respecto al riesgo para desarrollar CaCU
(193). Sin embargo, a la luz de las investigaciones mas recientes, las consecuencias e
implicaciones bioldgicas de las infecciones mdltiples todavia son debatidas y no concluyentes.
Cada una de las teorias propuestas para esclarecer el efecto bioldgico de las coinfecciones por
VPH en las células cervicales, se sustenta en evidencias de estudios poblacionales. Sin embargo,
no existen investigaciones basicas que demuestren, desde el punto vista molecular y celular, las

hipotesis propuestas por un sinnimero de investigadores (193-196).

IV.3. Relaciones filogenéticas y polimorfismos de los genotipos del Virus de Papiloma

Humano tipos 16 y 58 detectados en la poblacion estudiada

IV.3.1. Andlisis filogenético de coalescencia para la region L1 amplificada con iniciadores
universales MY09/MY11 de VPH 16 y VPH 58

IV.3.1.1. Anélisis filogenético de coalescencia de la region L1 de VPH 16

En la primera parte del estudio, se realizo6 el analisis filogenético a partir de la region del gen L1
de VPH 16 amplificada por los iniciadores universales MY09/MY11. Con este proposito se
editaron un total de 35 secuencias de calidad obtenidas en el presente estudio para dicho genotipo
(>400 pb) (Figura 12).
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Figura 12. Arbol filogenético e historia evolutiva de VPH 16 a partir de la region MY09/MY11 del gen L1. Se
utilizé el andlisis bayesiano basado en la cadena de Monte Carlo Markov (MCMC) implementado en el programa
BEAST version 1.8.3. EI modelo evolutivo seleccionado fue TPM1uf: Kimura 81 con frecuencias de base
desiguales. Se muestra el arbol de maxima credibilidad del clado, donde el eje X indica afios atrds. Los valores de
probabilidad posterior se muestran junto a las ramas (p=0,89). Las secuencias con circulos negros corresponden al
presente estudio, el resto son secuencias ecuatorianas publicadas por Mejia y cols., en 2016 (108) y secuencias de
referencia publicadas por Burk y cols. 2013 (57).
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El analisis filogenético de los aislados de VPH 16 en la region L1, mostro que el 77,14 %
(27/35) de las secuencias, se agruparon con el linaje Ay el 22,86 % (8/35) con el linaje D. Entre
los aislados del linaje D (8), las variantes de VPH 16 pertenecieron a los sub-linajes D2 y D3, con
62,50 % (5/8) y 37,50 % (3/8), respectivamente. No fue posible la diferenciacion de los
diferentes sublinajes que conforman el linaje A, ya que el arbol obtenido no fue lo
suficientemente resolutivo debido al tamafio y la composicion de las secuencias incluidas en el

estudio.

Las estimaciones medias para tMCRA, con un valor posterior > 0,8 fueron las siguientes: VPH
16 raiz = 339 353 (HPD 95 % = 111 788 - 670 346); VPH 16 D3 = 27 046 (HPD 95 % =5 323 -
52 590); VPH 16 D2 = 27 817 (HPD 95 % =6 198 - 55 704); VPH 16 A =91 052 (HPD 95 % =
19 529 - 230 565), donde HPD (del inglés, high posterior density) es el intervalo de tiempo para

la ocurrencia del evento con una probabilidad del 95 % (Figura 12).

La proporcion de variantes del linaje D del VPH 16 obtenida en la presente investigacion (22,86
%), fue més elevada si se compara con la reportada en otros paises sudamericanos como
Paraguay (15 %) y Argentina (10 %), pero mas cercana a la reportada para el pais fronterizo de
Colombia (33 %) (197-199). Estas diferencias pueden estar relacionadas con la composicion
étnica de las poblaciones estudiadas, aungue también con los patrones migratorios entre paises,
destacando asi la gran afluencia de colombianos y peruanos a Ecuador durante las Gltimas
décadas (200, 201).

Para evaluar el origen de la patogenia del VPH 16, Chen y cols., en 2018 estimaron la filogenia,
el momento y la dispersion de las variantes del VPH 16. Para aumentar la precision, identificaron
y caracterizaron secuencias de virus del papiloma de primates no humanos ancestrales y
modernos para establecer modelos de reloj molecular. Los autores demostraron la adaptacion
especifica de los virus del papiloma de primates al nicho del hospedero con la subsiguiente
coevolucion con sus hospederos primates durante al menos 40 millones de afios. Los analisis de
212 genomas completos de VPH 16 y 3582 secuencias parciales estimaron la divergencia
ancestral de las variantes de VPH 16 (entre los linajes A y BCD) de sus ancestros comunes mas
recientes hace aproximadamente medio millén de afios. Este marco de tiempo coincide
aproximadamente con el momento de la division entre los neandertales antiguos y el Homo
sapiens moderno, y es casi tres veces mayor que los tiempos de divergencia del Homo sapiens

moderno. Los resultados evidenciaron que las variantes del linaje A del VPH 16 estan
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significativamente sub-representadas en las poblaciones africanas actuales, mientras que los
sublinajes A son muy prevalentes en las poblaciones europeas (Al-3) y asidticas (A4). Esto
indica una transmision sexual del virus de los neandertales a los humanos modernos no africanos,
a través de multiples eventos de entrecruzamiento durante los ultimos 80 mil afios. Es de gran
relevancia desde el punto de vista clinico, que los alelos del antigeno leucocitario humano B
07:02 y C 07:02, asociados con un mayor riesgo de CaCU representan regiones de introgresion
de los neandertales en los euroasiaticos actuales. La adaptacion al nicho y la co-divergencia

virus-hospedero parecen influir en la patogenia de los VPH (68).

El reloj molecular de los linajes de VPH 16 en el presente trabajo, puede permitirnos formular
hipétesis sobre la circulacion de esos linajes en Ecuador. En este estudio, todas las variantes
divergieron de sus ancestros comunes en el Gltimo millén de afios (media para VPH 16 = 339 353
afios/pb), pero el tiempo de aparicion de algunos sublinajes (como las variantes mas oncogénicas
de VPH 16, D2 y D3) es un evento mas reciente, estimado en hace casi 28 000 afios. Durante ese
tiempo, la mayoria de las poblaciones humanas estaban completamente establecidas
geogréficamente en la tierra, y por lo tanto, esas fechas de surgimiento pueden explicar los

patrones etnogeograficos asociados con las poblaciones amerindias (202).

En este escenario, los patrones actuales de infeccién por VPH 16 pudieran ser el resultado de una
combinacidn de eventos de dispersion (migracion y efectos fundadores) y coevolucion viral con
humanos. En Ecuador, la mezcla genética medida con loci autosémicos es aproximadamente 73
% nativo americano, 19 % europeo y 8 % africano, mientras que la medida a nivel del
cromosoma Y es 70 % europeo, 28 % amerindio y 2 % africano (203). Por lo tanto, es posible
que las proporciones descritas de infecciones con variantes de VPH 16 reflejen el lado paterno
del proceso de mestizaje durante la conquista, que frecuentemente involucré a hombres europeos

y mujeres amerindias.

Por otra parte, las evidencias cientificas sugieren que las variantes del VPH 16 pueden influenciar
biologica y etioldgicamente en el desarrollo del CaCU. Desde un punto de vista clinico, se sabe
que las variantes del linaje D estan asociadas con un mayor riesgo de infeccion persistente y con
la aparicion de lesiones cervicales en mujeres latinoamericanas y en otras regiones del mundo
(57,197, 204).

En un estudio realizado por da Silva y cols., analizaron muestras de tejido cervical de 120
mujeres del noreste de Brasil, con CaCU. Se identificaron 47 casos positivos a VPH 16, de ellos
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la variante A estuvo presente en 23 muestras (49 %), seguida de la variante D en 20 casos (43 %)
y las variantes B y C en dos casos, cada una (4 %). El tipo histologico més prevalente de tumores
positivos a VPH 16 fue el carcinoma de células escamosas, donde predominaron las variantes
europeas A, seguido del adenocarcinoma, donde fueron mas frecuentes las variantes no europeas
D. Ademas, se identifico una asociacion estadisticamente significativa entre las variantes del

linaje D del VPH 16 con los adenocarcinomas, tipo histoldégico mas agresivo (p<0,001) (36).

Por su parte Mane y cols., en 2020 investigaron muestras cervicales de mujeres de la India y
encontraron un predominio del linaje A (Al-A4, 84,96 %) entre los aislados, mientras que el
sublinaje D3 mostré asociacion significativa con lesiones cervicales de alto grado. Las
sustituciones nucleotidicas identificadas se mapearon en una estructura tridimensional y
revelaron que 11 sustituciones eran parte de epitopos de células B y T validados
experimentalmente, y podian afectar la eficacia de las vacunas comerciales de primera generacién
contra el VPH. Las variantes identificadas a través de dicho estudio tienen el potencial de servir
como guias de traduccién para disefiar sondas moleculares para el diagnostico y vacunas eficaces

en el contexto de la poblacion de estudio (205).

En el Ecuador, la informacion sobre la circulacion de las variantes genéticas del VPH es
heterogénea, parcial y representa Unicamente realidades locales, sin considerar el contexto

nacional.

Mejia y cols., en 2016 estudiaron la prevalencia de tipos de VPH en 164 mujeres ecuatorianas
con lesiones premalignas y CaCU e identificaron como los genotipos mas comunes al VPH 16
(41,8%) y al VPH 58 (30,5%), pero el VPH 18 se detectd solo en el 2,8 % de las muestras
positivas. De las muestras positivas al VPH 16, la mayoria pertenecia al linaje europeo,
considerado uno de los linajes con menor potencial carcinogénico, y solo una muestra pertenecia
al linaje no europeo (asiatico-americano). El analisis similar pero en las muestras positivas de
VPH 58 mostr6 que el 83,3 % de las secuencias pertenecian al sublinaje A2, linaje de VPH 58
mas antiguo, solo una muestra pertenecia al linaje A3 y otra al linaje C (108). Hasta el momento
en que se realizo la presente investigacion, el estudio de Mejia era el mas amplio e informativo

sobre el patrén de circulacion de variantes genéticas de VPH 16 y 58 en el Ecuador.
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1VV.3.1.2. Andlisis filogenético de coalescencia de la region L1 de VPH 58

En la segunda parte del estudio se realizé el anlisis filogenético a partir de la region del gen L1
de VPH 58 amplificada por los iniciadores universales MY09/MY11. Con este propoésito se
editaron un total de 15 secuencias nucleotidicas de las muestras positivas a este genotipo en la
presente investigacion, ya que tuvieron la calidad y talla adecuadas para el analisis de filogenia
(>400 pb), (Figura 13).

Las estimaciones medias para el tMCRA, con un valor posterior > 0,8 fueron las siguientes: VPH
58 raiz = 576 059 (HPD 95 % = 245 533 - 1 016 441); VPH 58 A = 322 257 (HPD 95 % = 139
260 - 562 715); VPH 58 B = 153 664 (HPD 95 % = 61 227 - 265 684); VPH 58 C = 144 449
(HPD 95 % = 65 850 - 216 097); VPH 58 D = 135 470 (HPD 95 % = 57 266 - 207 732), donde
HPD (del inglés, high posterior density) es el intervalo de tiempo para la ocurrencia del evento
con una probabilidad del 95 % (Figura 13).

Como muestra el arbol filogenético, todas las secuencias de VPH 58 pertenecieron al linaje A,
sub-linajes A2 con 80,00 % (12/15) y A3 con 20,00 % (3/15). El linaje A3 se reporta con mayor
potencial oncogénico que otros linajes, y es frecuente en Asia (34 %) y en América (11 %), pero

representa menos del 5 % en Europa y Africa (206).

En el presente trabajo, para VPH 58 todas las variantes divergieron de sus ancestros comunes en

el altimo millon de afios (media para VPH 58 = 576 059 afios/pb).

Contrariamente a lo que se encontr6 para VPH 16, en el caso de VPH 58, la divergencia de cada
sublinaje se pudo estimar en un marco de tiempo anterior a la fecha en que los ancestros de los

humanos modernos se expandieron fuera de Africa (>100 000 afios/pb).

Las estimaciones realizadas en esta investigacion coinciden con las publicadas por Marin y cols.,
para VPH 58 en Argentina. Los autores describieron las variantes genémicas de HPV 58 y
caracterizaron el origen de este genotipo y su diversificacion como eventos muy antiguos en el
contexto filodinamico de la especie alfa-9 de los VPH. Un analisis mas profundo del tipo VPH 58
indico que su diversificacion podria haber comenzado hace aproximadamente 0,54 o 0,11
millones de afios, mientras que el tMRCA para el linaje A se estimo hace aproximadamente 300
000 afios. Ademas, la diversificacion de los grupos principales dentro del linaje A (sublinajes Al-
A3) podria haber comenzado hace 200 000 afios (207).
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Figura 13. Arbol filogenético e historia evolutiva de VPH 58 a partir de la region MY09/MY11 del gen L1. Se
utilizo el andlisis bayesiano basado en la cadena de Monte Carlo Markov (MCMC) implementado en el programa
BEAST version 1.8.3. El modelo evolutivo seleccionado fue TPM1uf: Kimura 81 con frecuencias de base
desiguales. Se muestra el arbol de maxima credibilidad del clado, donde el eje X indica afios atrds. Los valores de
probabilidad posterior se muestran junto a las ramas (p=0,89). Las secuencias sombreadas y con circulos negros
corresponden al presente estudio, el resto son secuencias de referencia publicadas por Burk y cols., 2013 (57).

74



Resultados y Discusion

La compleja historia evolutiva de las variantes de VPH 58 explica la heterogeneidad del potencial
oncogénico y la distribucion geogréfica de los linajes y sublinajes de este genotipo. Segun un
trabajo publicado por Chen y cols., en 2017, se estimé que la division inicial de las variantes de
VPH 58 ocurrié hace 478 600 afios. Este tiempo de divergencia esta dentro de la era de la
especiacion entre el Homo sapiens y los neandertales/denisovanos, y es alrededor de tres veces
mayor que el tiempo de divergencia del Homo sapiens moderno. La expansion de las variantes
actuales en Eurasia podria ser la consecuencia de la transmision viral de los
neandertales/denisovanos a las poblaciones humanas modernas no africanas, a través del flujo de
genes. El analisis filogenético del genoma completo de VPH 58 identificd tres cambios de
aminodcidos, 16 cambios de nucle6tidos sinénimos y una insercion de 12 pb fuertemente
asociada con la variante E7 T201/G63S, que representa el sublinaje A3 y tiene un mayor
potencial carcinogénico. En comparacion con los genes que codifican para las proteinas de la
capside L1 y L2, los oncogenes E7 y E6 mostraron tasas de sustitucién aumentadas, lo que

indicaba una mayor presion de seleccion (70).

Segun estas evidencias, los patrones actuales de infeccién viral pudieran ser el resultado de los
principales eventos de dispersion, mas que de la coevolucion viral con esas poblaciones. El hecho
de que el arbol de VPH 58 no refleje la evolucién humana en la medida que si lo muestra el de
VPH 16, también se ha observado previamente por otros autores (208-210), pero hasta donde
conoce el autor del presente trabajo, esta es la primera vez que se establece un marco de tiempo
donde se proporciona esa observacion en el Ecuador, de ahi la novedad de este trabajo y la

particularidad del patrén de circulacion de VPH 58.

Un estudio realizado en 2021 analizé la circulacion de variantes del VPH 58 que presentaban un
mayor riesgo de CaCU en mujeres del este de China. El linaje A3 de VPH 58, se asocid
estadisticamente a los casos con CaCU. Se identificaron ademas, genes marcadores y posiciones
de nucledtidos distintivos que podrian facilitar los diagndsticos moleculares de manera costo
efectiva para las variantes de este genotipo, en entornos clinicos donde se evalua el riesgo de
progresion carcinogénica de las lesiones cervicales. El estudio concluyé que el VPH 58, en

particular la variante A3, requiere una vigilancia continua en esta region (211).
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IVV.3.2. Andlisis filogenético de maxima verosimilitud para las regiones L1, E6, E7 y LCR de

VVPH 16 amplificadas con iniciadores especificos

En la segunda parte del estudio filogenético para VPH 16, se emplearon iniciadores especificos
para amplificar las regiones L1 (dos fragmentos), E6 y E7 (un fragmento de cada gen) y LCR
(dos fragmentos). Este analisis de regiones especificas del genoma de VPH 16 permitio confirmar

la presencia de variantes genéticas y polimorfismos en las muestras analizadas.

La region L1 se analizé mediante dos juegos diferentes de iniciadores (L1-16-1F/ L1-16-1R vy
F6835L/R7764L) y se amplificaron 7 muestras que proporcionaron secuencias nucleotidicas de
calidad para el analisis filogenético. El primer par de iniciadores generé un amplicén de 674 pb
(L1a). De las 7 muestras analizadas, 5 (71,43 %) pertenecieron al linaje europeo (A), y
correspondieron predominantemente a lesiones cervicales de alto grado y CaCU, mientras que las
otras 2 (28,57 %), pertenecieron al linaje no europeo (D), y se correspondieron con lesiones
cervicales de tipo ASC-US, (Figura 14).

Con el segundo par de iniciadores para la region L1, se generd un producto de 287 pb (L1b). Se
analizaron secuencias de calidad de 13 muestras, y de ellas, 9 pertenecieron al linaje europeo (A),
para un 69,23 %. El resto de las secuencias (4/13), correspondieron al linaje no europeo (D)
(30,77 %). Las secuencias se correspondieron en su mayoria con muestras provenientes de
lesiones de alto grado y CaCU (Figura 15). Se identificé un patrén de distribucion de variantes
similar al de los anélisis filogenéticos anteriores (Figura 12 y 14).

Los estudios realizados para evaluar la variabilidad intratipica de la region L1 y de la region E6
demuestran que existe una diferencia en la distribucion de estas variantes entre las areas
geogréficas del mundo y entre los diferentes grupos étnicos (212). Segun un articulo de revision
realizado por Ramirez Pineda y cols., en 2019, esto se confirma con la tipificacién de variantes
genéticas en 953 muestras positivas para el VPH 16, recolectadas por la IARC en 17 paises de
Africa, Asia, Europa y Suramérica (62). En dicho analisis se encontré que las variantes europeas
se distribuyen uniformemente en todas las regiones del mundo, y las variantes no europeas se han
registrado fundamentalmente en Asia oriental, las Ameéricas y las regiones africanas,
respectivamente. La infeccidn con variantes no europeas se ha asociado con un riesgo de dos a
nueve veces mayor para desarrollar CaCU que las variantes europeas, especialmente en estudios

Ilevados a cabo en Estados Unidos y Latinoamérica (62).
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Figura 14. Analisis Filogenético de maxima verosimilitud para la region del gen L1a (674 pb) de VPH 16
implementado en el paquete bioinformético Mega, version X. El modelo de evolucion aplicado al analisis
de secuencias fue Tamura 3 parametros + distribucion Gamma 0.05. Los valores de los porcentajes de la
proporcion de cada réplica se muestran en los nodos. Las muestras pertenecientes al Linaje A se
identifican con circulos azules y las muestras pertenecientes al Linaje D se indican en rojo.

Las caracteristicas genéticas de la poblacién pueden definir la distribucion de las variantes del
VPH, por lo que la composicion étnica es un elemento que pudiera definir la proporcién en la que
se presentan dichas variantes y su asociacion con lesiones de alto grado y CaCU (94, 213). El
Ecuador tiene una composicién étnica marcadamente mestiza (71,90, segun el Instituto Nacional
de Estadisticas y Censos del Ecuador (INEC) y otras fuentes (84, 214). De acuerdo al trabajo
publicado por Zambrano y cols., del 2019, la poblacién mestiza del Ecuador tiene un marcado
componente genético amerindio de los nativos americanos, que llega a ser hasta de un 51 %,
seguido de los europeos con un 33 % Yy africanos con un 13 % (214). El presente estudio se

realizd en la poblacion femenina del Litoral del Ecuador, abarcando todas las provincias, cuya
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poblacién es principalmente mestiza. Esto indica que la base genética de la poblacién del Litoral
pudiera favorecer la circulacion de variantes no europeas. De hecho, las investigaciones de
Mirabello y cols., en 2016 y de Clifford y cols., en 2019 apuntan a que la cocirculacion de las
variantes europeas Yy no europeas en poblaciones latinoamericanas dependen de la base genética y
étnica de dichas poblaciones, de modo que las variantes asidticas podrian circular

preferentemente en poblacion con marcado componente amerindio (94, 213).
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Figura 15. Andlisis Filogenético de maxima verosimilitud para la region del gen L1b (287 pb) de VPH 16
implementado en el paquete bioinformatico Mega, version X. El modelo de evolucion aplicado al analisis
de secuencias fue Tamura 3 parametros. Los valores de los porcentajes de la proporcion de cada réplica se
muestran en los nodos. Las muestras pertenecientes al Linaje A se identifican con circulos azules y las
muestras pertenecientes al Linaje D se indican en rojo.
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Esta hipdtesis se respalda con una investigacion realizada por Picconi y cols., en 2013 donde
analizaron 106 secuencias nucleotidicas de las regiones L1 y E6 del VPH 16, en poblacion
aborigen Quechua del noroeste de Argentina. Los autores encontraron que el 10 % de las
muestras estudiadas tenian variantes no europeas asiaticas. Asi mismo, se refuerza esta hipotesis
con los estudios realizados por Badano y cols., en 2015 en poblacion mezclada, de amerindios y
europeos de la provincia de Misiones, al norte de Argentina. Los autores encontraron la presencia
de variantes no europeas, asiaticas (linaje D) en un 7 %, las cuales se asociaron estadisticamente

a lesiones de alto grado y CaCU (197).

En la presente investigacion, para el caso de la region E6, se generé un producto de 423 pb, se
analizaron 20 secuencias de calidad. De estas, 15 (75,00 %) correspondieron al linaje europeo
(A); mientras que, las 5 restantes (25,00 %) pertenecieron al linaje no europeo (D). Los dos
linajes se presentaron en lesiones cervicales de alto grado, CaCU vy lesiones tipo ASC-US (Figura
16).

Las poblaciones europeas presentan infeccion predominantemente con variantes europeas;
especificamente la variacion en la posicion 350T en comparacion con la 350G del gen E6 del
VPH 16 tiene dos veces mas de riesgo de persistencia. Sin embargo, los sublinajes A4, C, D2 y
D3 presentan un riesgo de lesiones precancerosas y de cancer significativamente mayor en

comparacion con los sublinajes A1/A2 en Estados Unidos (94).

En una investigacion realizada en mujeres mexicanas del sureste del pais, donde la poblacion es
mestiza y tiene un componente indigena fuerte, se analizaron 330 muestras cervicales de mujeres
con lesiones y sin lesiones citoldgicas. Se llevo a cabo el analisis filogenético de una region
parcial del gen E6 de VPH 16 y se obtuvieron 27 secuencias, donde el 17 % perteneci6 al linaje
asiatico. Estos aislados mostraron asociacion estadistica con un alto riesgo para el desarrollo de
CaCU con OR=69,01 [IC95 757-628,96] p<0,0000 (215).

Las evidencias refuerzan el hecho de que la etnia de las pacientes tiene un papel fundamental y
que aquellas mujeres cuya raza o etnia coincidia con la variante del VPH 16 tendran un mayor
riesgo de ser positivas para lesiones de mayor grado (HSIL/NIC 3) y CaCU. Por lo que se ha
encontrado que las mujeres con CaCU con una mayor proporcién de ascendencia europea,
presentan las variantes europeas en mayor frecuencia, mientras que las mujeres con ascendencia
amerindia presentan las variantes asidticas-americanas en mayor frecuencia y con una mayor
asociacion al CaCU. Esta relacion entre la ascendencia y la distribucion de los linajes
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filogenéticos sugiere que la evolucidon concertada de la poblacion humana y algunos de los
sublinajes especificos del VPH 16, se han traducido en la potenciacién de propiedades
carcinogénicas virales o en la disminucion de la capacidad del hospedero para controlar la
infeccion (62, 94, 213).
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Figura 16. Analisis Filogenético de maxima verosimilitud para la region del gen E6 (423 pb) de VPH 16
implementado en el paquete bioinforméatico Mega, version X. EI modelo de evolucion aplicado al anélisis
de secuencias fue Tamura 3 parametros. Los valores de los porcentajes de la proporcion de cada réplica se
muestran en los nodos. Las muestras pertenecientes al Linaje A se identifican con circulos azules y las
muestras pertenecientes al Linaje D se indican en rojo.
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La diferencia en la distribucion geogréafica de las variantes del VPH 16 probablemente esté
relacionada con la historia de la poblacion de la region particular que refleja la afluencia de
europeos, poblaciones indias/nativas y personas de ascendencia africana, sugieriendo que las

variantes de VPH 16 reflejan los patrones de migracion humana relativamente recientes (216).

En el presente estudio, el analisis filogenético para el gen E7 generé un fragmento de 198 pb,
(Figura 17). Este analisis demostr6 que de un total de 20 secuencias, 15 pertenecieron al linaje
europeo (75,00 %) y 5 al linaje no europeo (25,00 %).
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Figura 17. Analisis Filogenético de maxima verosimilitud para la region del gen E7 (198 pb) de VPH 16
implementado en el paquete bioinforméatico Mega, version X. EI modelo de evolucion aplicado al anélisis
de secuencias fue Tamura 2 parametros. Los valores de los porcentajes de la proporcion de cada réplica se
muestran en los nodos. Las muestras pertenecientes al Linaje A se identifican con circulos azules y las
muestras pertenecientes al Linaje D se indican en rojo.
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No se observaron lesiones de bajo grado, sino lesiones tipo ASC-US, y la mayoria fueron del
linaje europeo (3/4), 75,00 %. Por otro lado, en las lesiones de alto grado se obtuvo que, de 16
muestras, 12 pertenecieron al linaje europeo (75,00 %) y 4 al no europeo (25,00 %).

Un estudio realizado en 2021 para determinar las variantes en la region E6/E7 del VPH 16
asociadas con CaCU en mujeres del sur de Mexico, reveld que es esencial el analisis de las
variantes filogenéticas en estos dos genes, pues las mutaciones en las oncoproteinas E6 y E7
estan asociadas con el desarrollo de estas lesiones malignas. Los autores encontraron que las
mutaciones detectadas en una region que abarcaba ambos genes estaban asociadas al CaCU con
un riesgo elevado, OR=3,79 1C95% (1,46-9,85). Incrementandose el riesgo, especificamente para
las variantes asiaticas-americanas OR=110 1C95% (6,04-201,3). Sus resultados destacan la
importancia de analizar las combinaciones de variantes E6/E7 en la infeccion por VPH 16 y
sugieren que pudieran ser marcadores Utiles para predecir el desarrollo del CaCU en mujeres

mexicanas infectadas con variantes asiaticas-americanas de este genotipo (217).

Estos andlisis se han llevado a cabo en diferentes regiones del planeta, y especificamente en la
region de Chhattisgarh, en la India, se realizé el analisis filogenético de 121 secuencias de VPH
16, region E6/E7, obtenida de muestras cervicales de mujeres con CaCU. El analisis reveld que el
45 % de las secuencias, pertenecian al linaje asidtico, mientras que 55 % pertenecian al linaje
europeo para demostrar que los casos de CaCU en la region de Chhattisgarh reflejan una mezcla
de linaje asiatico y europeo. Las secuencias asiaticas que mostraron una mayor frecuencia de
mutaciones y la presencia exclusiva de mutaciones que generaban codédn de parada pudieran estar
relacionadas con una mayor oncogenicidad. Estos hallazgos filogenéticos de E6/E7 pueden
resultar Gtiles para el desarrollo de mejores diagnosticos y vacunas para las mujeres de la regién
de Chhattisgarh, en la India (218).

No obstante, las variantes europeas del VPH 16 pueden mostrar una serie mutaciones
exclusivamente en el gen E7, que también se han visto asociadas a un mayor potencial
oncogenico. En un estudio realizado en Beijing, China, para analizar la diversidad genética de los
genes E6, E7 y LCR del VPH 16, el linaje A se encontro en el 100 % de las mujeres, incluidos
todos los sublinajes Al, A2, A3 y A4. Segun las secuencias de referencia de VPH 16, se
encontraron mutaciones puntuales del sublinaje A4 que se asociaron significativamente con
lesiones cervicales de alto grado, lo que sugiere que las mutaciones en la region E7 tienen efectos

potenciales sobre la replicacion viral y la progresion del cancer de cuello uterino (219).
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En las dos regiones analizadas del gen LCR también se encontraron dos linajes, el europeo (A) y

el no europeo (D). Se amplificaron dos fragmentos que generaron amplicones de 340 pb (LCR 1)

y 201 pb (LCR 1), respectivamente (Figuras 18 y 19).
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Figura 18. Analisis Filogenético de méaxima verosimilitud para la region del gen LCR 1 (340 pb) de VPH
16 implementado en el paquete bioinforméatico Mega, version X. El modelo de Evolucion de Secuencias
fue Hasegawa-Kishino-Yano. Los valores de los porcentajes de la proporcion de cada réplica se muestran
en los nodos. Las muestras pertenecientes al Linaje A se identifican con circulos azules y las muestras

pertenecientes al Linaje D se indican en rojo.

De las 20 muestras analizadas para ambos fragmentos, 14 pertenecieron al linaje A europeo

(70,00 %) y 6 al linaje D no europeo asiatico. (30,00 %). En las lesiones de alto grado se

obtuvieron 12/14 secuencias pertenecientes al linaje europeo (85,71 %) y 2/14 al no europeo (14,

29 %).

83



Resultados y Discusion

@ C111 LCR3 Guayas Cl 2014

@ C104 LCR3 Guayas Cl 2014

@ C115-LCR3 Guayas NICIIl 2014
@ C124 LCR3 Guayas NICIII 2014
90— @C93-LCR3
K02718 Eu Al

AF536179 Eu A2

@ C84-LCR3

HQ644236 Eu A3
59 \— AF534061 Eu A4
AF472509 C Af

HQ644298 B2 Af
AF536180 B1 Af

4
3 @ C116 LCR3 Guayas NICIII 2014

0 — AY686579 D2 AA
a 66 | @ HIGO8-LCR3
AF402678 D3 AA
33 || @ C79 LCR3 Guayas Cl 2014

@ C21-LCR3 Guayas Cl 2014
HQ644257 D1 AA

0.002

Figura 19. Andlisis Filogenético de méxima verosimilitud para la region del gen LCR 2 (201 pb) de VPH
16 implementado en el paquete bioinforméatico Mega, version X. El modelo de Evolucion de Secuencias
fue Tamura 3-parametros. Los valores de los porcentajes de la proporcion de cada réplica se muestran en
los nodos. Las muestras pertenecientes al Linaje A se identifican con circulos azules y las muestras
pertenecientes al Linaje D se indican en rojo.

Como se evidencia, el linaje no europeo, en la region LCR, estuvo presente en una proporcion de
muestras similar a lo que se encontrd para las otras regiones analizadas en el presente estudio. El
patrén de distribucion de las variantes de VPH 16 es el mismo en todas las regiones del genoma
estudiadas, evidenciando un predominio de las variantes del linaje A, con una mayor similitud a

los sublinajes Aly A2,

En un estudio realizado en mujeres del este de China en el afio 2020, los autores analizaron 3718
secuencias de la region LCR de VPH 16, y demostraron la presencia de 117 variaciones en esta
region del genoma y una mayor frecuencia del sublinaje A4. Igualmente, se encontraron

evidencias de la circulacion de variantes con un mayor riesgo de cancer en las mujeres de esta
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region e identificaron posiciones de nucleotidos distintivos que pueden facilitar la deteccion de
variantes de alto riesgo. En este estudio se demostrd la estrecha relacion entre los linajes y
sublinajes del VPH 16 y el perfil genético y étnico de las mujeres analizadas (211).

Con respecto a las variantes no europeas, sobre todo asiaticas-americanas, identificadas en la
region LCR, se plantea que estan asociadas con una mayor frecuencia a la carcinogénesis (220).
En estudios realizados, también en mujeres de China, se han identificado mutaciones tipo SNP en
la region LCR que se asociaron a una alta variabilidad en sitios potenciales de union a factores de

transcripcion nuclear para tumores melanociticos, como es el caso del factor SOX 10 (221).

La region LCR del VPH, contiene los sitios de union para factores virales y celulares. Se ha
demostrado que esta region tiene funciones reguladoras en la replicacion del VPH, la actividad
transcripcional de E6/E7 y otras interacciones a lo largo del ciclo de vida del virus. Las
mutaciones en la regién LCR de los diferentes linajes pueden influir en dichos sitios de union y
su funcion durante la infeccidn y la multiplicacion viral. Las mutaciones de algunos sublinajes
que estdn maés relacionados con mayor patogenicidad y carcinogénesis pues pueden tener un
efecto potenciador en los sitios de union de factores transcripcionales relacionados con la
diferenciacion, proliferacién celular, factores de adhesion, migracion celular, neo-angiogénesis,

entre otros marcadores tumorales (222).

Del anélisis anterior se deriva la importancia de los polimorfismos tipo SNP en las regiones del
genoma de VPH, especificamente L1, E6, E7 y LCR, por ser clave en los procesos de

transformacion maligna y la carcinogénesis cervical.

1VV.3.3. Polimorfismos y variantes intratipicas en regiones de los genes L1, E6, E7 y LCR de
VPH 16 y VPH 58

Para el estudio de los polimorfismos de las muestras positivas a VPH 16 se realizaron anélisis de
determinadas regiones de los genes L1 (Lla y L1b), E6, E7 y LCR. Dichas regiones se

amplificaron mediante el empleo de iniciadores especificos (Tabla 11).

Las dos secuencias de nucleétidos de la region L1 se compararon con la secuencia de ADN de
referencia del VPH 16 (AF536179). En las 16 secuencias analizadas en esta region, se
identificaron un total de 14 mutaciones puntuales, seis sindénimas y ocho no sinénimas. La
totalidad de mutaciones se encontraron en muestras con lesiones cervicales de alto grado y

CaCU, ya que las muestras con lesiones cervicales de bajo grado carecieron de mutaciones.
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Tabla 11. Mutaciones identificadas en regiones del genoma de VPH 16 y VPH 58 en muestras

cervicales de mujeres mayores de 30 afios, con lesiones y cancer cervicouterino, residentes en la

region Litoral del Ecuador, periodo 2012-1015.

Region del Numero de | Numero de | Numero de | NUmero de Mutaciones Mutaciones que Linaje,
genoma y muestras mutaciones | mutaciones [ mutaciones | Identificadas en las se describen sublinaje o
genotipo de | analizadas | detectadas | sinénimas no muestras asociadas con variante de
VPH silentes sinénimas estudiadas lesiones clinicas sublinaje
Gen L1 16 14 6 8 T5909C, T6245C, AyD
VPH 16 A6314G, C6968T,
regiones L1la AB6892G, C6163A,
y L1b A6178C, G7058T,
A6023T, C5862T,
G6432A, C6860T,
6377T, 6379T
Gen E6 20 9 4 5 Al187G, A289G, G176A C335T-A4
VPH 16 A532G, T286A, C335T G176A-Al
G176A, C335T, T350G T350G-Al
G145T, T183G,
T350G
Gen E7 20 5 5 0 T678C, T732C, T732C D2
VPH 16 T789C, T828C, T789C
T795G T795G
Region LCR 20 21 10 11 7422T, G7193T, G7193T AyD
VPH 16 AT7233C, A7339T, A7729C
AT7485C, C7689A, T7743G
AT7729C, T7743G, C7886T
C7866G, C7886T, C7394T
AT7894C, C7394T, C7395T
C7395T, T7450C, G7521A
G7489A, G7521A,
C7669T, C7764T,
ATTT72G, C7786T,
G7868A
Gen L1 41 7 1 6 A6994G AyD
VPH 16 C6862T, A6994G, A6721G
amplificada AB721G, T6695C, T6695C
con cebadores C6865T, C6970T, C6865T
consenso AG803T C6970T
MY09/MY11 A6803T
Gen L1 15 4 3 1 A
VPH 58
amplificada G6641A, C6827A,

con cebadores
€oNnsenso
MY09/MY11

AB926G, A7000C

Fuente: Andlisis de polimorfismos mediante el programa BLAST (del inglés, Basic Local Alignment
Search Tool). Dicho programa permitié determinar la presencia de mutaciones o polimorfismos a través
de la comparacion de las secuencias obtenidas en el presente estudio, con las secuencias de referencia
internacional definidas por Burk y cols., 2013, (57) disponibles en la base de genes GenBank
(wwwi//ncbi.nih.gov). Aparecen subrayadas las mutaciones que mas se repiten en las secuencias analizadas
para las muestras estudiadas.

De las mutaciones sindénimas, cinco fueron de transicion (T5909C, T6245C, A6314G, C6968T,
A6892G) y una de transversion (A6023T). Las mutaciones no sinénimas fueron, tres de
transicion (C5862T, G6432A, C6860T) y tres de transversion (C6163A, A6178C, G7058T). En

dos muestras se hall6 la presencia de codones de parada prematuros, por presentar dos
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inserciones de nucleotidos en las posiciones 6377T y 6379T. La mutacion mas comun fue
C6163A (cinco veces) y la menos comln C6860T (una vez), (Tabla 11, Anexo 10).

Estas mutaciones se reportaron por Pillai y cols., en 2009, y segun estos autores pudieran
interrumpir la formacion de pentameros, la regulacion transcripcional del virus, la interaccion de
la interfaz de la proteina L1 con los epitopos de células B y T, la degradacion de p53, y por lo
tanto, su distribucion es importante en la poblacion para el establecer métodos diagnosticos
oportunos, vacunas y compuestos terapéuticos para estas variantes del VPH 16 (223).

Para el estudio de la region E6 de VPH 16 se analizaron secuencias de 20 muestras y se
compararon con la secuencia de ADN de referencia del VPH 16 (K02718). En dicha regién se
identificaron nueve mutaciones, de las cuales, cuatro fueron sinénimas, de ellas, tres de transicion
(A187G, A289G, A532G) y una transversion (T286A). En el caso de las cinco mutaciones no
sindnimas, se identificaron dos de transicion (G176A, C335T) y tres de transversion (G145T,
T183G, T350G). No hubo evidencia de codones de parada prematuros, ni insercion o deleccion
de nucleotidos. Las mutaciones se identificaron solamente en las muestras con lesiones cervicales
de alto grado. La mutacion mas comun fue T350G (14 veces) y la menos comin G176A (una
vez) (Tabla 11, Anexo 11). Todas las mutaciones detectadas en la region E6 ya se encuentran
reportadas por otros autores, tanto en Latinoamérica como en Europa y Asia (98, 217, 224-226).
Segun los estudios publicados, la mutacion C335T estd asociada a lesiones HSIL y CaCU,
mientras que las mutaciones G176A y T350G se asocian al CaCU (35, 220). Especificamente,
estas mutaciones se presentan en las variantes C335T-A4, G176A-Al y T350G-Al de sublinajes

europeos de VPH 16 con un elevado potencial carcinogénico (98, 215).

Las secuencias de nucleotidos del MAL E7 de VPH 16 se compararon con la secuencia de ADN
de referencia del VPH 16 (K02718). En las 20 secuencias correspondientes al gen E7 se
identificaron cinco mutaciones puntuales, todas de tipo sindnimas, cuatro de transiciéon (T678C,
T732C, T789C, T828C) y una de transversion (T795G). No hubo evidencia de codones de parada
prematuros, ni insercion o delecion de nucleotidos. En el nucledtido 678 del gen E7 se encontro
la Unica mutacion no reportada en la literatura hasta el momento (T678C). Las mutaciones se
encontraron en dos muestras con lesiones cervicales de bajo grado y en tres muestras con HSIL y
CaCU. Es de destacar que las muestras con cancer invasivo practicamente carecieron de
mutaciones en esta region del genoma. La mutacion mas comudn fue T789C (siete veces) y la

menos comun T828C (una vez), (Tabla 11, Anexo 12). Sin embargo, en un trabajo publicado por
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Antafno-Arias y cols., en 2021 se identificaron estas mutaciones con fuerte asociacion al CaCU,
pues aunque las mutaciones sindénimas no modifican la secuencia de aminodcidos de la
oncoproteina, pueden afectar la estructura, el empalme o la estabilidad del ARN, lo que
contribuye a la oncogenicidad. De hecho, las variantes de E7 encontradas (C732/C789/G795) se
asociaron con un riesgo incrementado de CaCU; OR= 3,79; 1C95% (1,46-9,85) (217).

Las secuencias de nucleétidos de la region LCR se compararon con la secuencia de ADN de
referencia del VPH 16 (AY686584.1). De las 20 secuencias correspondientes al gen LCR, se
identificaron 21 mutaciones puntuales, 10 de transicion (C7394T, C7395T, T7450C, G7489A,
G7521A, C7669T, C7764T, A7772G, C7786T, G7868A), 10 de transversion (G7193T, A7233C,
AT7339T, A7485C, C7689A, A7729C, T7743G, C7866G, C7886T y A7894C) y una de insercion
(7422T). La mayor cantidad de mutaciones para este gen se identificaron en muestras
pertenecientes al linaje no europeo (D), y se correspondieron con muestras con lesiones
cervicales de alto grado y CaCU. La mutacion mas comudn fue G7193T (10 veces) seguida de
G7521A (nueve veces), (Tabla 11, Anexo 13). De acuerdo a varios estudios, todas estas
mutaciones estan asociadas con los sitios de union de las proteinas virales a los factores de
transcripcion celulares y son considerados como marcadores de carcinogénesis. Especificamente,
las variantes G7193T y G7521A, se localizan en el sitio de union de FOXAl y SOX9,
respectivamente (220, 227).

La deteccion de los polimorfismos y variantes intratipicas de la region L1 de VPH 16 generada
por la amplificacion con los iniciadores consenso MY09/MY 11 aport6 informacion adicional. Se
analizaron 41 muestras y se identificaron 7 mutaciones. La mayor parte de las mutaciones fueron
transiciones y solo se hallé una transversion (A6803T), y la mas frecuente fue C6862T. Todas las
mutaciones identificadas provocaron cambio de aminoacido a excepcion de una (A6803T). No
hubo diferencias en la distribucién de las mutaciones en muestras con citologias de diferente
grado. Las mutaciones, C6862T, A6721G, C6865T y C6970T estuvieron presentes en las
muestras de linaje asiatico (D). Por otro lado, las mutaciones, A6994G, A6803T fueron
identificadas en muestras de linaje europeo (A). La mutacion T6695C estuvo presente en ambos
linajes (A y D), (Tabla 11, Anexo 14). Todas las mutaciones identificadas en este estudio han
sido reportadas previamente y se relacionan con una posible evasion de la respuesta inmune

generada por las vacunas actuales contra VPH (223, 228-230).
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En cuanto a los polimorfismos y variantes intratipicas de la region L1 de VPH 58 generada por la
amplificacion con los iniciadores MY09/MY11, se analizaron 15 muestras y se identificaron
cuatro cambios en la region analizada, dos transversiones y dos transiciones. La mutacion mas
frecuente fue G6641A. Todas las mutaciones identificadas pertenecieron al linaje A, no hubo
diferencias en cuanto a su distribucion entre las muestras que presentaban lesiones cervicales de
diferente grado. Se encontr6 la mutacion novel A6926G, (Tabla 11, Anexo 15). La mayor parte
de estas mutaciones fueron reportadas por Cento y cols., en 2011 y confirmadas por Liu y cols.,

en 2012, no se ha encontrado su relacién con hallazgos clinicos particulares (231, 232).

En la presente investigacion, un aspecto novedoso a destacar es la prevalencia elevada del VPH
58, por encima del VPH 16, que se describe como el mas frecuente en todo el mundo. La
heterogeneidad del VPH 58 complica un tanto la compilacion de los pocos estudios en los que se
investigan estas variantes (70, 103, 233). Una investigacion en Taiwan, en un estudio anidado de
casos y controles, informd que en infecciones simples por VPH 58, el linaje Al se asocid con
NIC 3, en comparacion con A3; OR=2,4 1C95% (0,5-12,1) (234). Por el contrario, otro estudio
indicd que el sublinaje A3 era un factor de riesgo para NIC 3; OR=4,4 IC 95% (1,5-13) (235). La
comparacion entre sublinajes del linaje A, como el primer nivel de prueba de hipétesis sobre la
historia natural o estadios de las lesiones cervicales, es esencial para predecir riesgo de
malignidad para las infecciones con VVPH 58. Esta recomendacion se basa en el hecho de que la
mayoria de los cambios de nucleétidos dentro de los linajes estan altamente correlacionados con
el fenotipo clinico. Sin embargo, también hay cambios del tipo SNP que deben analizarse de
forma independiente para cada poblacion (211).

El VPH 58 se detecta entre el 10 y el 18 de los CaCU en Asia oriental, pero es poco comin en
otras regiones. La distribucion y el potencial oncogénico de las variantes de VPH 58 parecen ser
heterogéneos, ya que la variante E7 T20l / G63S es mas prevalente en el este de Asia y confiere
un riesgo de siete a nueve veces mayor de HSIL y CaCU. Sin embargo, los mecanismos
gendmicos subyacentes que explican la diversidad geogréafica y carcinogénica de las variantes del
VPH 58 ain no se conocen bien (70). De ahi la necesidad de profundizar en el impacto de la
variabilidad genética del VPH 58 en la poblacién del Litoral de Ecuador, donde este genotipo es

altamente prevalente.
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IV.4. Asociacion entre los resultados de los estudios virologicos y las variables clinico-
epidemioldgicas y sociodemogréficas, en las pacientes estudiadas

1V.4.1. Anélisis estadistico bivariado

En la Tabla 12 se detallan los resultados del analisis estadistico bivariado. También se realizé

este analisis por tipo de lesion citologica, (Tabla 13).

Tabla 12. Analisis X? de Pearson, presencia de VPH versus todas las variables independientes
(valor de p corregido por Mantel- Haenszel) para mujeres mayores de 30 afios, con lesiones y

cancer cervicouterino, residentes en la region Litoral del Ecuador, periodo 2012-1015.

Infeccion por VPH
Variable Categorias o grupos Razon de_ Valor de p
prevalencia
Edad 30-40 afios 1,158 0,750
>40 afos 0,863 0,462
Esmeraldas 0,000 0,117
Procedencia Manabi 5,255 0,109
provincias de la regién Guayc'i\s 0,957 0,927
Litoral del Ecuador Los Rios 0,963 0,961
Santa Elena 0,427 0,201
El Oro 0,371 0,045
Educacioén basica
. . (desde elemental hasta secundaria) 1,400 0,563
Nivel Escolaridad Educacion superior 71a -
(tecnoldgica y universitaria) ’ o

Casada 1,078 0,874
Soltera 0,740 0,552
- Divorciada 0,000 0,383
Estado civil Viuda 0,000 0,341
Otra 0,824 0,701
Ama de casa 1,297 0,607
Estudiante 0,000 0,430
. - Profesional 0,399 0,122
Situacion laboral Obrera 0477 0349
Técnica 0,000 0,652
Privado informal 0,000 0,231
Edad de iniciode las 10-18 afos 3,671 0,015
relaciones sexuales >18 anos 0,272 0,015
NuUmero de parejas 0 0,493 0,519
sexuales en los ultimos dos 1 1,249 0,713
afios >2 0,947 0,935
J 0-3 0,732 0,503
NuUmero de embarazos >3 1367 0.503
Normal 1,878 0,258
Metrorragia 1,212 0,771
Leucorrea 0,817 0,736
Trastornos menstruales y Menopausia 0,000 0,243
sintomas ginecoldgicos Trastorno espontaneo 0,041 0,001
Amenorrea 0,000 0,785
Metrorragia / Leucorrea 0,000 0,700
Otros 0,212 0,191

Fuente: Resultados de la investigacion.
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Tabla 13. Analisis X? de Pearson, ASC-US y LSIL versus todas las variables independientes
(Valor de p corregido por Mantel-Haenzel) para mujeres mayores de 30 afios, con lesiones y
cancer cervicouterino, residentes en la region Litoral del Ecuador, periodo 2012-1015.

ASC-US LSIL
Variable Categorias o grupos Razénde | Valor| Razénde | Valor
prevalencia | dep | prevalencia | dep
Edad 30-40 alﬁos 0,681 0,138 1,804 0,021
>40 afios 1,469 0,138 0,554 0,021
Esmeraldas 0,956 0,915 1,294 0,511
Procedenci o Manabi 0,950 0,873 3,672 0,000
Ecuador Los Rios 1,490 0,329 0,155 0,012
Santa Elena 3,353 0,005 2,285 0,055
El Oro 3,246 0,000 1,462 0,221
Educacion basica

(desde elemental hasta 0,621 0,157 0,462 0,016

Nivel Escolaridad secg[}darla) -

Educacion superior
(tecnoldgica y 1,611 0,157 2,163 0,016
universitaria)

Casada 1,581 0,078 1,776 0,022
Soltera 0,412 0,012 0,760 0,359
Estado civil Divorciada 1,130 0,859 3,162 0,063
Viuda 0,896 0,870 0,445 0,299
Otra 1,089 0,769 0,555 0,054
Ama de casa 0,808 0,460 0,875 0,633
Estudiante 0,853 0,845 0,713 0,676
Situacion laboral Profesional 1,048 0,913 3,044 0,004
Obrera 0,919 0,886 0,321 0,136
Técnica 1,506 0,739 1,261 0,851
Privado informal 1,309 0,595 0,612 0,392
Edad de inicio de las 10-18 afios 0,676 0,184 0,639 0,116
relaciones sexuales >18 afios 1,479 0,184 1,564 0,116
NuUmero de parejas 0 1,444 0,611 1,841 0,373
sexuales en los ultimos 1 1,873 1,101 0,775 0,426
dos afios >2 0,424 0,050 1,156 0,672
NGmero de embarazos 0-3 1,258 0,392 1,173 0,543
>3 0,795 0,392 0,853 0,543
Normal 1,508 0,837 1,241 0,408
Metrorragia 0,634 0,247 0,305 0,009
Trastornos menstruales Leucorrea 0,938 | 0,859 1869 | 0,051
y_s'”tof,‘a? Menopausia 1,267 |0667| 0,764 | 0,646
ginecologicos Trastorno espontaneo 0,000 0,000 0,000 0,155
Amenorrea 0,000 0,083 0,000 0,528
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Metrorragia / Leucorrea 3,025 0,436 0,000 0,371
Otros 12,579 0,025 0,625 0,676

VPH 6 0,355 0,059 0,857 0,705

VPH 11 0,765 0,575 2,219 0,044

VPH 16 0,429 0,007 1,181 0,566

VPH 18 0,972 0,933 1,085 0,798

VPH 31 0,866 0,646 1,181 0,566

VPH 33 0,900 0,719 3,319 0,000

VPH 35 1,165 0,578 1,376 0,223

VPH 39 0,590 0,501 1,844 0,307

VPH 40 1,506 0,739 0,000 0,273

VPH 42 0,295 0,050 1,679 0,186

VPH 43 1,135 0,799 1,480 0,396

VPH 44 0,291 0,243 2,161 0,213

VPH 45 1,000 1,000 2,551 0,353

. VPH 51 1,000 1,000 2,175 0,097
Genotipos de VPH VPH 52 0307 | 0058 | 1290 | 0533
VPH 53 0,799 0,417 1,502 0,111

VPH 54 1,933 0,260 0,747 0,663

VPH 56 0,51 0,120 2,856 0,001

VPH 58 0,594 0,070 0,820 0,487

VPH 59 0,875 0,799 3,327 0,007

VPH 61 0,691 0,310 3,499 0,000

VPH 63 0,000 0,563 0,000 0,112

VPH 66 2,053 0,275 0,272 0,219

VPH 68 0,545 0,545 1,173 0,755

VPH 69 1,108 0,747 2,383 0,003

VPH 70 0,579 0,053 0,564 0,034

VPH 73 1,541 0,404 2,111 0,129

VPH 82 0,000 0,153 0,498 0,527

VPH 58/70 0,538 0,036 0,679 0,155

VPH 16/70 0,289 0,011 0,297 0,008

VPH 16/58 0,396 0,007 0,249 0,000

VPH 16/31 0,316 0,128 0,425 0,181

VPH 16/58/70 0,314 0,019 0,324 0,013
Combinaciones de VPH Infeccion simple 2,306 0,045 1,309 0,934
Infeccion multiple 0,238 0,000 1,412 0,368
Infeccion doble 0,722 0,437 1,420 0,327
Infeccion triple 0,591 0,145 0,612 0,149
Infeccionpor4omas | 690 | 0155| 1326 | 0262

genotipos

Fuente: Resultados de la investigacion.
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La infeccion por VPH se asocié a determinadas variables con valores de p<0,05 y valores de
razén de prevalencia menor que uno, es decir, que representaban factores de proteccion para la
infeccion. Entre las que tienen un significado bioldgico se identificd residir en la provincia de El
Oro e iniciar las relaciones sexuales después de los 18 afios. Sin embargo, el inicio de las
relaciones sexuales antes de los 18 afos, representd una probabilidad casi cuatro veces mayor

para contraer la infeccion por VPH.

En el caso de las citologias ASC-US, se identificaron variables con asociacion estadistica
(p<0,05) y RP<1, pero no se consideraron variables protectoras para las infecciones por VPH,
por carecer de significado biolégico o clinico. Asi mismo sucedié con la presencia de los
genotipos de VPH 16, VPH 42, VPH 70, o las combinaciones VPH 58/70, VPH16/58,
VPH16/58/70 e infecciones multiples. Aquellas variables, cuya asociacion representd una
probabilidad incrementada para el desarrollo de ASC-US fueron las siguientes: procedencia de la
provincia de Santa Elena, otros trastornos menstruales y sintomas ginecoldgicos y la presencia de

infeccion simple por VPH (Tabla 13).

En cuanto a las lesiones citoldgicas cervicales LSIL, las variables asociadas negativamente al
desarrollo de estas lesiones fueron, tener mas 40 afios, residir en las provincias del Guayas y Los
Rios, nivel de educacion basica, no tener pareja estable, sintomas de metrorragia, la infeccion con
VPH 70 y las combinaciones VPH 16/70, VPH 16/58, VPH16/58/70. Las LSIL fueron més
probables en el grupo etario de 30 a 40 afios, en mujeres residentes en las provincias de Manabi y
Santa Elena, con nivel de educacion superior, con estado civil casada, con situacion laboral de
profesional y con presencia de infeccion por VPH 33, VPH 56, VPH 59, VPH 61 o VPH 69.

Las variables que presentaron asociacion negativa con el desarrollo de las HSIL (Tabla 14),
fueron; residir en las provincias de Santa Elena y El Oro, educacion superior, las mujeres
casadas, profesionales, con edad de inicio de las relaciones sexuales por encima de los 18 afios, e
infeccion por VPH 33, VPH 61, VPH 69 o VPH 73. Las variables que tuvieron asociacién
positiva, 0 sea que representaron una probabilidad mayor para el desarrollo de este tipo de
lesiones de alto grado, fueron; residir en la provincia del Guayas, educacion basica, ser soltera,
obrera, con edad de inicio de relaciones sexuales menor de 18 afios. Asi mismo, existi6 mayor
probabilidad de padecer HSIL en mujeres donde se detecté VPH 16, VPH 70, las combinaciones
VPH 58/VPH 70, VPH 16/VPH 70, VPH 16/VPH 58, VPH 16/VPH 58/VPH 70, infecciones
multiples y la infeccion simultanea por tres genotipos (Tabla 14).
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En el estudio de asociacion de variables con los casos de CaCU, no hubo variables que

presentaron valores de p significativos y RP<1, es decir ninguna de las variables estudiadas

disminuyé la probabilidad para el desarrollo de este tipo de lesiones. Contrariamente, si se

pudieron observar variables fuertemente asociadas al desarrollo de las lesiones malignas, como

fueron; la procedencia de las provincias de Guayas y Los Rios, la metrorragia, la infeccién con
VPH 16 y las combinaciones con VPH 16/VPH 70, VPH 16/VVPH 58, VPH 16/VPH 31, VPH
16/VPH 58/VVPH 70. Como se aprecia en todos los casos de observo asociacion con coinfecciones
donde estuvo presente el VPH 16 (Tabla 14).

Tabla 14. Anélisis X? de Pearson, HSIL y CaCU versus todas las variables independientes (\Valor

de P corregido por Mantel- Haenszel) para mujeres mayores de 30 afios, con lesiones y cancer

cervicouterino, residentes en la region Litoral del Ecuador, periodo 2012-1015.

HSIL CaCU
Variable Categorias o grupos Razén de Valor Razon de Valor
prevalencia de P prevalencia de P
Edad 30-40 aiﬁos 1,092 0,702 0,355 0,027
>40 afios 0,916 0,702 2,818 0,027
Esmeraldas 1,151 0,705 0,000 0,091
P denci Manabi 0,306 0,000 0,557 0,357
prrc())\fienceigglge la region Guayas 6,045 0,000 4,049 0,002
Litoral del Ecuador Los Rios 1,301 0,489 2,895 0,051
Santa Elena 0,059 0,006 0,000 0,156
El Oro 0,308 0,001 0,000 0,020
Educacion basica

(desde elemental hasta 2,597 0,009 1,529 0,475

Nivel Escolaridad sectn daria) -

Educacion superior
(tecnoldgica y 0,385 0,009 0,654 0,475
universitaria)

Casada 0,477 0,002 0,594 0,265
Soltera 2,194 0,003 1,103 0,843
Estado civil Divorciada 0,332 0,162 0,000 0,348
Viuda 1,336 0,611 2,476 0,801
Otra 1,300 0,308 1,551 0,338
Ama de casa 1,020 0,940 3,871 0,072
Estudiante 1,239 0,753 1,642 0,647
Situacion laboral Profesional 0,338 0,021 0,405 0,384
Obrera 2,997 0,035 0,000 0,238
Técnica 0,768 0,830 0,000 0,628
Privado informal 1,586 0,319 0,000 0,199
Edad de inicio de las 10-18 afios 1,993 0,019 1,529 0,475
relaciones sexuales > 18 aflos 0,502 0,019 0,654 0,475
NUmero de parejas 0 0,195 0,127 2,385 0,430
sexuales en los ultimos 1 0,728 0,301 1,662 0,517
dos afos >2 1,845 0,059 0,337 0,302
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NUmero de embarazos 0-3 0,92 0,729 0,368 0,062
>3 1,087 0,729 2,718 0,062

Normal 0,819 0,415 0,888 0,801

Metrorragia 1,753 0,072 4,130 0,002

Leucorrea 0,844 0,595 0,000 0,032

T:’:‘gi‘;g‘;’: menstruales Menopausia 1,394 0,507 0,000 0,238
éinecolégicos Trastorno espontaneo 0,000 0,069 0,000 0,531
Amenorrea 0,000 0,420 0,000 0,78

Metrorragia / Leucorrea 1,544 0,759 0,000 0,693

Otros 0,000 0,069 0,000 0,531

VPH 6 1,176 0,655 4,203 0,004

VPH 11 0,794 0,572 0,000 0,116

VPH 16 2,483 0,000 5,893 0,000

VPH 18 0,878 0,666 1,309 0,610

VPH 31 0,732 0,263 2,295 0,065

VPH 33 0,433 0,002 0,368 0,114

VPH 35 0,864 0,558 0,309 0,063

VPH 39 0,762 0,663 1,182 0,876

VPH 40 0,768 0,830 6,705 0,126

VPH 42 1,125 0,759 1,441 0,574

VPH 43 0,702 0,454 0,597 0,623

VPH 44 1,295 0,675 0,000 0,348

VPH 45 0,509 0,561 0,000 0,575

. VPH 51 0,365 0,077 1,476 0,617
Genotipos de VPH VPH 52 1,613 0,214 0,915 0,908
VPH 53 0,743 0,222 1,471 0,379

VPH 54 0,674 0,519 1,08 0,943

VPH 56 0,582 0,124 0,911 0,884

VPH 58 1,441 0,187 3,484 0,097

VPH 59 0,225 0,018 1,319 0,721

VPH 61 0,504 0,036 0,200 0,119

VPH 63 0,000 0,420 0,000 0,780

VPH 66 1,027 0,967 1,455 0,728

VPH 68 1,128 0,802 1,569 0,564

VPH 69 0,488 0,021 0,361 0,176

VPH 70 1,952 0,005 1,995 0,112

VPH 73 0,179 0,024 1,673 0,360

VPH 82 3,148 0,189 2,655 0,382

VPH 58/70 1,776 0,017 1,919 0,134

VPH 16/70 2,719 0,002 4,014 0,002

VPH 16/58 2,887 0,000 4,861 0,000

VPH 16/31 1,586 0,319 5,222 0,004

VPH 16/58/70 2,632 0,003 3,528 0,007

Combinaciones de VPH Infeccion simple 0,612 0,291 0,000 0,156
Infeccion multiple 2,143 0,039 0,000 0,047

Infeccion doble 1,16 0,666 0,301 0,246

Infeccion triple 2,019 0,014 1,170 0,766

Infeccion por 4 o mas 0,831 0,420 2527 0,058

genotipos

Fuente: Resultados de la investigacion.
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Es importante destacar que la edad de inicio temprano de las relaciones sexuales representd una
probabilidad mayor para la presencia de lesiones de alto grado y CaCU. La relacion entre la edad
y la frecuencia del VPH es similar en todo el mundo, con los mayores porcentajes en mujeres
menores de 25 afios, y declina en edades mayores (5). En Europa y Norte América, las mujeres
jévenes, menores 25 afos, tienen tasas muy altas de infeccion (20-30 %) que decrece a valores
muy bajos sobre los 45 afios de edad (<5 %). En Africa y Asia, la prevalencia de VPH es >10 %
entre grupos de mayor edad (>45 afios) y en América Latina y el Caribe, existe un descenso
inicial y luego un aumento en mujeres de mediana edad (236, 237). El pico de transmision del
VPH es tipicamente entre mujeres jovenes, posterior al debut sexual, debido a que la prevalencia
es alta en estos grupos de edades, en los cuales el virus es también transmitido facilmente. Por
tanto, la adquisicion de la infeccion por VPH comienza con el debut de la actividad sexual, que
puede ser tan alta como 45 % en mujeres en edades de 15 y 19 afios. El inicio temprano de las
relaciones sexuales o intervalos cortos entre la menarquia y el debut sexual, segun varios
estudios, constituye un factor de riesgo para la infeccion por VPH y para la aparicion precoz del
CaCU. Asi mismo, el numero de compafieros en la vida sexualmente activa, ademas de estar
asociado a la adquisicion de la infeccion, es un factor mas predictivo para el riesgo de infeccion
(238, 239).

La provincia de residencia fue también una variable que se vio asociada a las lesiones de alto
riesgo y al CaCU, incluso a algunas variantes de VPH 16 y 58 del linaje no europeo en el
presente estudio. El disefio del estudio es de corte transversal, por lo que las comparaciones entre
variables virales, sociodemograficas y clinico-epidemioldgicas de las mujeres de las provincias
del Litoral, no son una medida exacta del riesgo que representan dichas variables para cada uno
de los grupos de mujeres estudiadas por provincia. Sin embargo, el estudio da la posibilidad de
caracterizar grupos de mujeres que pueden diferir en varios aspectos, definir asi variables
asociadas a la infeccion y la presencia de lesiones cervicales, que pueden ser distintivas entre
ellas. No obstante, el presente estudio revela elementos que pudieran indicar un comportamiento
diferente entre mujeres de diferentes provincias ante la infeccion por VPH y en la aparicion de

lesiones precursoras de CaCU.

En todos los casos con CaCU se detect6 la infeccién con VPH 16 y las combinaciones con VPH
16/VPH 70, VPH 16/VPH 58, VPH 16/VPH 31, VPH 16/VPH 58/VPH 70, por lo tanto se
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evidencio la asociacion del CaCU con coinfecciones donde estuvo presente el VPH 16, aun

cuando dicho genotipo no fue el mas frecuente en el estudio.

Como ya se comentd anteriormente Wentzensen y cols., establecieron una nomenclatura para
determinadas combinaciones de genotipos que se presentan coinfectando y que pueden contribuir
de manera jerarquica, aunque no sinérgica, al desarrollo del CaCU (193). Asi los autores
definieron que en coinfecciones donde estan presentes los VPH 16 y 18, existe un riesgo superior
para desarrollar CaCU, esta combinacion ocuparia el primer nivel jerdrquico con respecto al
riesgo para desarrollar CaCU (193).

Por su parte, de Brot y cols. en el 2017 plantearon, segin un meta-analisis realizado a partir de
una investigacion mundial en 15 areas geograficas diferentes, que la prevalencia de infecciones
maltiples por VPH pudo alcanzar hasta un 46 %.También describen la asociacion entre las
infecciones multiples y las alteraciones citoldgicas, hasta la presencia de lesiones intraepiteliales
cervicales de alto grado. Dichas coinfecciones se pudieron relacionar con una probabilidad cinco
veces mayor para desarrollar fallo a las radioterapias, en mujeres con CaCU. El riesgo
incrementado para desarrollar CaCU y lesiones precursoras en mujeres con infecciones multiples
por VPH, segun estos autores, pudiera compararse con la suma de los riesgos individuales
adjudicados a cada genotipo de alto riesgo, sin embargo, no existen evidencias de interacciones
sinérgicas entre los mismos. También analizaron los factores de riesgo que predisponen para la
adquisicién de infecciones multiples. No obstante, se requiere profundizar en estas
investigaciones pues los estudios realizados en mujeres de diferentes regiones del mundo,
sugieren que los factores de riesgo para las infecciones multiples pueden ser diferentes de los que
se observan para infecciones con genotipos individuales particulares, pero las diferencias no han
sido significativas. Por ejemplo, el elevado numero de parejas sexuales y el no uso del condén se
observan con mayor frecuencia en mujeres con infecciones mdltiples con genotipos de alto

riesgo, con respecto a infecciones simples con genotipos de bajo riesgo (196).

El mecanismo, desde el punto de vista bioldgico, que desempefian las infecciones multiples en el
desarrollo del CaCU, ain no se ha dilucidado. Segun Salazar y cols., algunas investigaciones
concluyen que las infecciones mdltiples actlan sinérgicamente en la evolucion de la
carcinogenesis cervical. Controversialmente, otras investigaciones han mostrado que las
coinfecciones no tienen ningun efecto sinérgico o aditivo en el desarrollo del cancer cervical o en

el incremento del riesgo de padecer lesiones cervicales de alto grado, cuando se comparan con

97



Resultados y Discusion

infecciones simples (240). Los hallazgos descritos por Sobota y cols., publicados en 2018, son
hasta el momento, los mas concluyentes al demostrar, mediante diferentes estudios de cohorte,
que pueden existir interacciones competitivas o cooperativas entre diferentes genotipos de VPH
en las coinfecciones. Particularmente se plantea que las coinfecciones con genotipos de VPH de
la misma especie taxondmica pueden reducir la progresion de las lesiones cervicales de alto
grado, mientras que la coinfeccion con genotipos de diferentes especies, no confiere proteccion a
la progresion tumoral, en lesiones de alto grado. Segun estos autores, el curso de estos eventos

estd dado por una respuesta inmune, diferente en cada caso (241).

Hasta el momento, las consecuencias e implicaciones bioldgicas de las infecciones multiples
todavia son debatidas y no concluyentes. Cada una de las teorias propuestas para esclarecer el
efecto bioldgico de las coinfecciones por VPH en las celulas cervicales, se sustenta en evidencias
de estudios poblacionales. Sin embargo, no existen investigaciones béasicas que demuestren,
desde el punto vista molecular y celular, las hipotesis propuestas por un sinnimero de
investigadores (193-196). Obviamente, esto se debe a las limitaciones para realizar estudios in
vitro, por la incapacidad del VPH para replicarse en cultivos celulares, aunque se estan
desarrollando investigaciones para lograr este objetivo (242).

IVV.5. Consideraciones generales

El presente trabajo constituye el primer acercamiento al estudio de la epidemiologia molecular
del VPH en mujeres mayores de 30 afios, con lesiones cervicouterinas y CaCU, en todas las
provincias de la region Litoral del Ecuador. EI mismo, permitié conocer la frecuencia de
infeccion por VPH en mujeres con lesiones cervicouterinas de diferente grado, residentes en las
provincias de Esmeraldas, Manabi, Guayas, Los Rios, Santa Elena y El Oro. Permitié ademas
determinar los genotipos circulantes, donde se observo un predominio de tipos oncogénicos e

infecciones multiples.

El estudio demuestra una frecuencia notablemente alta de infecciones multiples por VPH en
mujeres de la region Litoral del Ecuador. Se muestra que ciertas combinaciones de genotipos de
VPH son factores de riesgo para el desarrollo de lesiones cervicales premalignas y CaCU en
mujeres infectadas y se determina por primera vez que en mujeres de dicha region cocirculan dos
linajes diferentes de VPH 16. Como aspecto novedoso se determina, por primera vez, que el VPH

58 es el genotipo mas prevalente en las mujeres procedentes de la regién Litoral del Ecuador.
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El estudio tiene limitaciones que se deben puntualizar, en primer lugar es importante analizar el
namero de mujeres incluidas en la investigacion. En términos generales, el nimero de mujeres es
representativo de toda la poblacién del Litoral, pues la region cuenta con 3 507 717 mujeres con
edades mayores o igual a 30 afios, de ellas 701 543 presentaban lesiones cervicouterinas 0 CaCU
en el momento del estudio, lo que constituye alrededor del 20 % de este grupo poblacional. En la
literatura se plantea que la prevalencia de infeccion por VPH en mujeres mayores de 30 afios, con
lesiones cervicouterinas, es aproximadamente del 80 % (243). Bajo estas condiciones se calculd
el tamafio muestral y la muestra estuvo constituida por 320 pacientes con lesiones cervicouterinas
(80 con ASC-US, 91 con LSIL, 126 con HSIL y 23 con CaCU), con un margen de error del 5 %,
por lo que se obtuvo un nivel de confiabilidad del 97 %. Sin embargo, aunque se investigaron
mujeres de todas las provincias de la region, no todas tuvieron la misma representatividad, pues
mientras que Manabi y Guayas aportaron entre el 20 y 30 % de las pacientes, Santa Elena y Los

Rios no llegaron a representar el 10 % de los casos estudiados.

No obstante, este es el primer estudio donde se incluye el mayor nimero de mujeres con lesiones
citologicas confirmadas por estudio histolégico en una regidon con caracteristicas étnicas y
socioculturales muy particulares. En ella habita la mayor parte de los ecuatorianos de raza negra,
sobre todo en el sector norte, mientras que la poblacién amerindia autoctona es esta totalmente
mezclada con la poblacidn negra, blanca y mestiza, segun el Instituto Nacional de Estadisticas y
Censos (INEC) del Ecuador (84).

Se debe resaltar que la mayor parte de las mujeres infectadas por VPH eran amas de casa, lo cual
plantea nuevas interrogantes sobre el impacto de la falta de conocimiento y del machismo en las
infecciones de transmision sexual, especificamente el VPH, agente etioldgico del CaCU, segunda
causa de muerte en la mujer ecuatoriana, y la primera causa de muerte por cancer (12). La cultura
e idiosincrasia de las poblaciones puede influir en diferentes aspectos de la salud sexual y
reproductiva, pues sus costumbres y habitos dentro de las comunidades pueden modificar los
niveles de transmision de diversas infecciones y asi el comportamiento de ciertas enfermedades

de transmision sexual que se presentan en otras poblaciones, con caracteristicas diferentes.

Por otro lado, a partir de este estudio se cuenta con evidencias para que la Autoridad Sanitaria
Nacional (ASN) del Ecuador considere estos factores en sus estrategias para el control y la
prevencion del VPH y del CaCU.
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La prevalencia elevada de los tipos de VPH de alto riesgo 58, 31, 33 y 35 plantea una
actualizacion del esquema vacunal contra el VPH en el Ecuador, dado que estos genotipos no
forman parte de las vacunas comerciales bivalentes que son empleadas actualmente en el plan de
inmunizacion ejercido por la Autoridad Sanitaria Nacional. Estos hallazgos coinciden
parcialmente con los resultados obtenidos en otras investigaciones realizadas en mujeres del
Cafiar donde el genotipo con mayor prevalencia no es el 16, sino el VPH 31, y también el VPH
58 se observd en una frecuencia elevada (40), coincidiendo con los tipos de VPH encontrados

con porcentajes significativos en el presente estudio.

El uso de los métodos moleculares de deteccion vy tipificacion acompariados del uso de la
citologia cervical, la colposcopia y la histologia, asi como la informacion clinica; constituyen
herramientas muy importantes en el de manejo, control y monitoreo de las pacientes infectadas.
Estas herramientas podrian ser utilizadas por los hospitales del MSP y la red de centros
oncologicos nacionales para dar prioridad a aquellas pacientes que requieren intervencion médica

a corto plazo.

El hallazgo de la circulacion del linaje asiatico del VPH 16 en mujeres de la region costera del
Ecuador, es un elemento que deberia ser considerado en el manejo y prondéstico de las pacientes
infectadas con este genotipo viral, pues de acuerdo a la literatura cientifica, son las que poseen un

riesgo incrementado para desarrollar CaCU a corto plazo (213).

El Ecuador es un pais multicultural y multiétnico, integrado por diversos grupos culturales, para
los que la sexualidad es un tema que constituye un verdadero tabl. Esos elementos, acompafados
del analfabetismo, la pobreza, la falta de habitos higiénicos, asi como las pocas facilidades de
acceso a los servicios de salud y a los programas de atencion primaria, como es el caso del
examen citolégico periddico, son factores que estan relacionados con una mayor incidencia y
mortalidad por CaCU. Este aspecto constituye un indicador de subdesarrollo econémico y social
(168, 170-173). La elevada prevalencia de infeccién por VPH, particularmente de alto riesgo
oncogenico indica la necesidad de incorporar la poblacion del Litoral del Ecuador en los
programas de deteccion precoz del cancer cervicouterino y promover campafas para prevenir las

ITS y para la educacién sexual y reproductiva.
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V. CONCLUSIONES

e La elevada circulacion de genotipos oncogénicos del VPH indica que la poblacion
femenina mayor de 30 afios, con lesiones cervicales, residente en la region Litoral del
Ecuador tiene un alto riesgo de desarrollar lesiones precursoras y cancer cervicouterino, lo
que demuestra la necesidad de acciones de salud para la deteccion precoz de este tipo de

cancer.

e La evidencia de que el VPH 58 es el genotipo mas prevalente en las mujeres con lesiones
citoldgicas en la region Litoral del Ecuador, demuestra un patron de circulacion viral
diferente al establecido para varias regiones de Latinoamérica y del mundo, alertando sobre
la necesidad de revaluar la aplicacion de la vacuna bivalente o tetravalente contra el VPH

en esta comunidad.

e Los resultados demuestran que ciertas combinaciones de genotipos de VPH son factores de
riesgo para el desarrollo de lesiones cervicales premalignas y cancer cervicouterino, en las

mujeres del Litoral de Ecuador.

e La circulacion del linaje asiatico de VPH 16 en mujeres de la regién Litoral es un elemento
que deberia ser considerado en el manejo y prondstico de las pacientes infectadas con este
genotipo viral, pues existe evidencia cientifica sobre el riesgo incrementado que tienen las

variantes asiaticas para desarrollar cancer cervicouterino a corto plazo.

e Las diferencias en los genotipos circulantes y las variantes intratipicas de VPH 16 y 58
identificadas en las mujeres de la costa ecuatoriana, revelan la influencia de factores
sociodemograficos, clinico-epidemioldgicos y probablemente geneticos de este grupo
poblacional, que pudieran favorecer infecciones persistentes y cancer cervicouterino por

estos genotipos, en mujeres mayores de 30 afios.
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VI. RECOMENDACIONES

e Realizar investigaciones de tipo social y biomédico que analicen el impacto los factores de
riesgo y la infeccion por VPH en mujeres del Litoral del Ecuador, con y sin lesiones

citoldgicas.

e Profundizar en el papel del VPH 58 y sus variantes genéticas en el resto de la poblacién
femenina del Litoral del Ecuador para evaluar su impacto en la aparicion y evolucion del

cancer cervicouterino a corto y largo plazo en esta region geografica.

e Alertar a la Autoridad Sanitaria Nacional del Ecuador sobre la necesidad de establecer
estrategias para el control y la prevencion del VPH dentro del programa de deteccion
precoz del cancer cervicouterino, asi como evaluar el impacto de la vacunacion contra el

VPH en esta poblacion.
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VI, ANEXOS

ANEXO 1. EVENTOS CIENTIFICOS Y PROYECTOS Y TESIS RELACIONADOS CON
EL TEMA.

Eventos cientificos

* Instructor del Curso “Diagndstico Molecular del Virus de Papiloma Humano”, evento
organizado por la Colegio Quimico y Bioquimica Farmacéutico de Tungurahua, 26 y 27
de enero del 2019.

*  Organizador, moderador y expositor en el Simposio “El Virus del Papiloma y en el
Céncer Cervical en el Ecuador”, V Congreso de Enfermedades Infecciosas - PUCE, del
10 al 12 de octubre del 2018.

*  Organizador, moderador y expositor en el Simposio “El Virus del Papiloma en el
Ecuador”, semana cientifica del INSPI, septiembre 2018.

»  Capacitador del Curso teérico — practico “Deteccion Molecular del Virus del Papiloma
Humano y toma de muestras de cepillados endocervicales”, evento organizado por la
Universidad Nacional de Loja (UNL), del 23 al 27 de octubre 2017.

»  Participacion con Ponencia oral “Epidemiologia, Filogenia de HPV en Mujeres de Region
Litoral “y en mesa redonda, en el evento denominado “Segunda Jornada de Laboratorio
Clinico, Rol de Evidencias en Decisiones Clinicas, organizado por el Hospital “Roberto
Gilbert”, Guayaquil, 23 de septiembre 2017.

+ Badano I, Bedoya C H Totaro M E, Parrales E, Zhingre A, Sanchez S, Espafia K,
Espinosa-Garcia M, Liotta DJ. Poster cientifico “CARACTERIZACION DE LA
VARIACION GENETICA DE LOS ONCOGENES E6 Y E7 DE VIRUS DEL
PAPILOMA HUMANO TIPO 16 EN MUJERES DE ARGENTINA Y DEL
ECUADOR?”. XII Congreso Argentino de Virologia, septiembre 2017.

» Presentacion de ponencia oral en el 1IER CONGRESO INTERNACIONAL DE
BIOLOGIA MOLECULAR APLICADA A LA SALUD, evento organizado por la
Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de Guayaquil, 15 agosto 2017.

» Presentacion de ponencia oral en el XXIII Congreso Médico Provincial, evento

organizado por Colegio de Médico del Guayas, agosto 2017.
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Presentacion de ponencia oral en el 1ER CONGRESO INTERNACIONAL DE
GENETICA MEDICA Y 1ER. CONGRESO DE BIOTECNOLOGIA APLICADA A LA
SALUD, evento organizado por la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de
Guayaquil, 14 julio 2017.

Presentacion de ponencia oral en el 2do Congreso Internacional de Investigacion en Salud
y ler. Congreso en Salud Publica, evento organizado por la Facultad de Ciencias Médicas
de la Universidad de Guayaquil, marzo 2017.

Presentacion de ponencia oral y coautor de posters cientificos en las XL Jornadas
Nacionales de Biologia, organizadas por ESPOL y La Sociedad Ecuatoriana de Biologia,
del 16 al 18 de noviembre del 2016.

Presentacion de ponencia oral en el 1 Congreso Internacional de Investigacion en Salud,
organizado por la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de Guayaquil, del 17 al
21 de octubre.

Presentacion de conferencia en la semana cientifica del INSPI, septiembre 2016.

Ponente oral en el the 3rd International and Interdisciplinary Workshop on Mathematical
Modelling, Ecology, Evolution, Health, Challenges and Opportunities in Latin America,
Julio 18 al 22, Quito.

Coautor de poster cientifico en el IV Encuentro Internacional de Investigacion en
Enfermedades Infecciosas y Medicina Tropical que se llevo a cabo del 13 al 15 de junio
de 2016 en las instalaciones de la PUCE, Quito.

Coautor de ponencia oral en el IV Encuentro Internacional de Investigacion en
Enfermedades Infecciosas y Medicina Tropical que se llevd a cabo del 13 al 15 de junio
de 2016 en las instalaciones de la PUCE, Quito.

Participacion como ponente oral en el SIMPOSIO Cientifico de Universidades e Institutos
de Investigacion, Loja, del 6 al 8 de abril 2016

Dictado de charla cientifica sobre la epidemiologia de HPV, SOLCA Cuenca, 5 febrero
2016.

Participacion como ponente oral en el Congreso Nacional de SOLCA, 20 noviembre del
2015.
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« Participacién como coautor en la presentacién de poster cientifico en las IX Jornadas
Técnicas y Cientificas de la Universidad de Misiones, Argentina, del 28 al 30 de octubre
del 2015.

« Participacion como expositor en la semana cientifica del INSPI realizado en Guayaquil
del 3 al 9 de septiembre del 2015.

« Participacion como ponente oral en el Congreso IMMUNO-VACCIPHARMA realizado
en Varadero, Cuba del 14 al 19 de mayo del 2015.

« Participacion como asistente y expositor de ponencias o0 en el XVII Congreso de la
Asociacion Panamericana de Infectologia realizado en Quito del 15 al 19 de mayo del
2015.

 Expositor en el Il LATIN AMERICAN NETWORK OF MOLECULAR
EPIDEMIOLOGY AND EVOLUTIONARY GENETICS OF INFECTIOUS DISEASES
Y EL 1Il ENCUENTRO NACIONAL DE INVESTIGACION EN ENFERMEDADES
INFECCIOSAS Y MEDICINA TROPICAL, organizado por PONTIFICIA
UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR (PUCE), del 21 al 23 de Julio de 2014.

Proyectos y tesis relacionados con el tema

*  Preparacion y Direccion del Proyecto “EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DEL VIRUS
DE PAPILOMA HUMANO PARA LA PREVENCION DEL CANCER DE CERVICO-
UTERINO EN MUJERES DE LA REGION LITORAL DEL ECUADOR?”, financiado
por la Secretaria Nacional de Educacion Superior, Ciencia y Tecnologia (SENESCYT),
septiembre 2012 — diciembre 2015.

« Participacion en la preparacion y miembro de equipo técnico del proyecto semilla Fondos
UEES “Variabilidad genética de Papillomavirus humano en céncer cervicouterino y su
correlacion clinico-patologica”, 2015 — 2016.

« Tutor de la tesis para la obtencidon del titulo de Magister en Biotecnologia de la Sra. Alicia
Esperanza Zhingre Suarez, ‘“Polimorfismos del gen L1 y E6 del Virus de Papiloma
Humano en mujeres con lesiones cérvico — uterinas precancerosas y cancerosas en la
region Litoral del Ecuador”, octubre 2016.

« Tutor de la tesis para la obtencion del titulo de Magister en Biotecnologia del Sr. Eduardo

Xavier Parrales Lopez, “Polimorfismos del gen E7 y LCR del Virus de Papiloma Humano
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en mujeres con lesiones cérvico — uterinas precancerosas y cancerosas en la region Litoral
del Ecuador”, octubre 2016.

Tutor de tesis del Sr. Lex Medina para la obtencion del titulo de Biologo
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ANEXO 2: REPRESENTACION DE LOS GENOMAS DE REFERENCIA DEL GRUPO
ALPHAPAPILLOMAVIRUS EN TERMINOS DE VARIANTES VIRALES DE LINAJES Y

SUBLINAJES, ADAPTADO DE BURK, 2013 (57).
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ANEXO 3: FICHA DE DATOS DE PARTICIPANTES DE ESTUDIO.

Proyecto: Infeccion por Virus de Papiloma Humano, sus variantes genéticas y factores asociados a lesiones cervicouterinas en mujeres de la
region litoral del Ecuador. 2012-2015,
Responsable: César Bedoya Pilozo.
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ANEXO 4: RECOLECCION DE MUESTRAS CERVICALES USANDO EL CEPILLO
ROVERS CERVEX® Y EL SISTEMA COBAS® PCR CELL COLLECTION MEDIA.

B

1. RECOGER:

Usar guantes.
Para recolectar, colocar las cerdas centrales del cepillo en el canal
endocervical.
Inserte el cepillo lo suficientemente profundo para permitir que las

{ cerdas mas cortas estén completamente en contacto con el ecto-cérvix.

Empuje suavemente y gire en sentido horario la escoba cinco veces.

2. ENJUAGUAR:

Enjuague el cepillo en el sistema COBAS® PCR CELL
COLLECTION MEDIA empujando la escoba en la parte inferior de
la cubeta diez veces, obligando a las cerdas separarse.

Remoline la escoba vigorosamente para liberar ain mas el material.
Deseche el dispositivo de recoleccion.

No deje la cabeza de escoba en el frasco.

3. CERRAR:
Apriete la tapa para que la linea de esfuerzo de torsion de la tapa pase

la linea de esfuerzo de torsion en el vial.
La muestra esta ahora lista para el transporte.
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ANEXO 5: PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN DEL DNA MINIKIT (QIAGEN,
EE.UU.) A PARTIR DE MUESTRAS DE CEPILLADO ENDOCERVICAL.

abrw

10.
11.

12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.

20.

Programar el blogue térmico a 56°C. antes de empezar la extraccion.
Verificar AW1y AW2 que estén preparados segun indicaciones del fabricante y que
Buffer AL no esté precipitado.
Se toma 1mL de la(s) muestra(s) y se centrifuga a 8000 rpm o 6000 g durante 5 min.
Este paso se repite hasta que la concentracion de Pellet sea adecuada para la extraccion
(5ml aproximadamente).
Decantar hasta sélo dejar el Pellet.
Se coloca 20uLde Proteinasa K en la muestra y 200uL de PBS.
Colocar 4pL de RNasa A (100mg/ml) y mezclar e incubar por 15 min a 37°C.
Colocar 200uL Buffer AL. Se realiza vortex para homogeneizar.

a. Nota 1: No colocar la Proteinasa K y el Buffer AL, al mismo tiempo

b. Nota 2: Si el pellet de células es muy abundante, la colocacion de la Proteinasa

K, el PBS y el Buffer AL deberan ser aumentados de manera proporcional
ejemplo: 30 pL, 300 pL y 300 pL respectivamente.

Se incuba en el bloque térmico con una ligera agitacion a 56 'C, por un tiempo minimo
de 10 minutos.
Centrifugar brevemente para remover las gotas de la tapa.
Adicionar 400 pL de etanol al 100 a la muestra y mezclar por 15 segundos en el
vortex. Brevemente centrifugar para remover las gotas de la tapa.
Cuidadosamente colocar 700 pL de la mezcla en la columna cuidando de no topar los
bordes del tubo. Tapar la columna colocarla dentro del tubo de 2 mL y centrifugar a 8
000 rpm o 6 000g por 1 min.
Colocar la columna en un tubo limpio y descartar el filtrado.
Cuidadosamente abrir la columna y adicionar 500 pL de Buffer AW1 sin topar los
bordes del tubo, tapar la columna.
Centrifugar a 8.000 rpm por 1 min.
Colocar la columna en un tubo limpio y descartar el filtrado.
Cuidadosamente abrir la columna y adicionar 500 pL de Buffer AW2 sin topar los
bordes del tubo. Tapar la columna.
Centrifugar a 14.000 rpm por 3min.
Colocar la columna en un tubo limpio de 2 mL y descartar el filtrado.
Centrifugar a 14 000 rpm por 1 min y descartar el filtrado.
Colocar la columna en un tubo limpio de 1,5 mL.
Adicionar 50 a 100 pL de Buffer AE e incubar a temperatura ambiente por 1 min y
luego centrifugar a 8 000 rpm por 1min.
Colocar el ADN extraido para la conservacion a -80 C.
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ANEXO 6: PROTOCOLO ANYPLEX Il HPV28

Para este ensayo se utilizo el sistema para qPCR CFX96TM C1000 (Bio-Rad), provisto por la

empresa SIMED Yy se sigui6 el protocolo del fabricante.
Diagnostico molecular del virus

Para este diagnostico se utilizaron las muestras que dieron positivas para VPH con los
cebadores MY. Los reactivos necesarios y controles son provistos en el kit. EI diagndstico
molecular de los 28 tipos del VPH se lleva a cabo en dos reacciones por muestra. Cada
reaccion lleva un set de cebadores llamados «TOCE Oligo Mix (TOM)» y denotados como A
TOMy B TOM. EI A TOM es capaz de detectar 14 tipos del VPH de AR (VPH 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68), mientras que el B TOM detecta cinco VPH de AR
(VPH 26, 53, 69, 73y 82) y nueve de BR (VPH 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61 y 70).

Componente Volumen (uL)
4AX HPV28 ATOM o0 B TOM 5
4X Anyplex PCR Master Mix (con UDG) 5
Agua ultrapura 5
Muestra 5
VVolumen total de la reaccion 20

Fuente: Seegene Inc. (Seul, Corea)
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Controles empleados:

Control negativo: Agua ultrapura libre de ARNasa.

Control positivo: Los tubos PC1, PC2 y PC3, de cada uno de los dos sets de TOM (TOM Ay
TOM B).

Para el desarrollo de la técnica se utiliza el Sistema de gPCR CFX-96 (Bio-Rad).

Una vez que las reacciones estén hechas y posicionadas adecuadamente, se configura el

siguiente protocolo de ciclado, protocolo de la placa y se ejecuta la corrida.

Segment No. of cycles Temperature Duration
1 1 50C 4 min
2 1 95C 15 min
3 95°C 30 sec
4 30 60T 1 min
5 72°C 30 sec
6 1 55C 30 sec
7 1 Melting curve 55°C ~85C (5s/0.5TC)
8 95C 30 sec
9 10 60C 1 min
10 72°C 30 sec
1 1 55 30 sec
12* 1 Melting curve 55°C ~85C (5s/0.5C)
13 95C 30 sec
14 10 60C 1 min
15 72°C 30 sec
16 1 55C 30 sec
17 1 Melting curve 55C ~85C (5s5/0.5C)

Fuente: Seegene Inc. (Seul, Corea)

Una vez finalizada la corrida se archiva los resultados en una carpeta especifica y se generan
los resultados.
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ANEXO 7: CONDICIONES DE AMPLIFICACION DE PCR ESPECIFICAS PARA LAS
REGIONES L1, LCR, E6 Y E7 DE VPH 16. CONDICIONES DE AMPLIFICACION DEL
GEN L1

. Concentracion | Concentraci| Volumen (ul)
Reactivos . P
Inicial 6n Final 1rx
H20 - - 11.55ul
Buffer de PCR 10 X 1X 2.5ul
MgCi2 50mM 2.5mM 1.25ul
dNTPs 10mM 0.8mM 2ul
Primer Foward 10uM 0.5uM 1.25ul
Primer Revers 10uM 0.5uM 1.25ul
1U/25ul
T 5 Ulul 0.2ul
. b (0.04U/ul) !
ADN - - 5ul
|Volumen Final | 25ul

Perfil térmico para L1:

Ciclaje de PCR L1-911pb y 947pb
Temperatura Tiempo Repeticiones
| 94°C | 5 min | 1x |
94°C 30 segundos
58°C 60seg 40x
72°C 60 seg
| 72°C | 7 min | 1x |

CONDICIONES DE AMPLIFICACION DEL GEN E6

. Concentracion |Concentracion| Volumen
Reactivo .. .
Inicial Final (uL) 1rx
Agua - - 13,65ul
Buffer 10 X 1X 2,5ul
MgCi2 50mM 2.5mM 1.5ul
dNTPs 10mM 0.8mM 2ul
Primer 10uM 0.5uM 1.25ul
Hpv_variant_F
Primer
Hpv_variant R 10uM 0.5uM 1.25ul
0.5U/25ul
Taq 5 U/ul (0.02U/ul) 0.1ul
ADN . - 5ul
Volumen Final 25 ul




Perfil térmico para E®6:

Ciclaje de PCR Punto final
Temperatura Tiempo Repeticiones
94°C 5 min 1x
94°C 60seg
55°C 60seg 35x
72°C 60 seg
72°C 7 min 1x

CONDICIONES DE AMPLIFICACION DEL GEN E7

Anexos

REACTIVO CONCENTRACION | CONCENTRACION | VOLUMEN POR
INICIAL FINAL REACCION (ulL)

Agua - - 11,65 uL
Buffer 10x 1x 2,5uL
MgCI2 50 mM 2,5 mM 1,25uL
dNTPs 10 mM 0,8 mM 2 uL
Iniciador Forward 10 uM 0,5uM 1,25 uL
Iniciador Reverse 10 uM 0,5uM 1,25uL
Taq polimerasa 5 U/uL 0,5 U por reaccién 0,1uL
ADN muestra - - 5uL
Volumen total 25uL

Perfil de amplificacién para E7:

CICLAJE DE PCR PUNTO FINAL
Temperatura Tiempo Repeticiones
94°C 2 min 1x
94°C 1 min 40X

50°C 1 min
72°C 1 min
72°C 10 min 1x




CONDICIONES DE AMPLIFICACION DE LA REGION LCR

PCR MASTER MIX PARA LCR3 Y LCR4
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REACTIVO CONCENTRACION | CONCENTRACION | VOLUMEN POR
INICIAL FINAL REACCION (ulL)
Agua - - 12,05 uL
Buffer 10x 1x 2,5uL
MgCI2 50 mM 2,5 mM 1,25uL
dNTPs 10 mM 0,8 mM 2uL
Iniciador Forward 10 uM 0,4 uM 1,0uL
Iniciador Reverse 10 uM 0,4 uM 1,0uL
Taq polimerasa 5 U/uL 1 U por reaccion 0,2 uL
ADN muestra - - 5uL
Volumen total 25uL

PCR MASTER MIX PARA Llc (LCR).

REACTIVO CONCENTRACION | CONCENTRACION | VOLUMEN POR
INICIAL FINAL REACCION (uL)

Agua - - 11,55 uL
Buffer 10x 1x 2,5uL
MgCI2 50 mM 2,5 mM 1,25uL
dNTPs 10 mM 0,8 mM 2uL
Iniciador Forward 10 uM 0,5uM 1,25 uL
Iniciador Reverse 10 uM 0,5uM 1,25uL
Taq polimerasa 5 U/uL 1 U por reaccion 0,2 uL
ADN muestra - - 5uL
Volumen total 25 uL

Perfil térmico para la region LCR:

CICLAJE DE PCR PUNTO FINAL
Temperatura Tiempo Repeticiones
94°C 2 min 1x
94°C 1 min 40x

55°C 1 min
72°C 1 min
72°C 10 min 1x
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ANEXO 8: PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR CON EL SISTEMA QIAQUICK
(QIAGEN, EEUU).

1.

Afadir 5 volumenes de tampon PB a 1 volumen de la muestra PCR y mezcla. No es
necesario para eliminar el aceite mineral o queroseno.

Ejemplo, afiadir 100 uL de tampdn PB y 20 uL de muestra de PCR

Coloque una columna de centrifugacion QlAquick en un tubo de recogida de 2 mL
provisto.

Para unirse al ADN, aplicar la muestra a la columna y centrifugar durante 30-60 s.
Descarte el filtrado. Colocar la columna QlAquick de nuevo en el mismo tubo.

tubos de recogida se vuelven a utilizar para reducir los residuos de plastico.

Para lavar, afiadir 0,75 mL de tampdn PE a la columna y centrifugar durante 30-60 s.
Descarte el filtrado y coloque la columna QIAquick de vuelta en el mismo tubo.
Centrifugar nuevamente durante 60 s.

Colocar la columna QIAquick en un tubo limpio de microcentrifuga de 1,5 mL.

Para eluir el ADN, afadir 50 pL de tampdn EB (Tris 10 mM - CI, pH 8,5). en el centro
de la columna para que caiga directamente en la membrana QIAquick

Centrifugar la columna por 1 min.

Afadir 30pL tampdn EB, para el aumento de la concentracion de ADN, y centrifugar
durante 30-60 s.

10. Eliminar la columna y observar el ADN que ha sido recuperado en el tubo de 1.5 mL.
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ANEXO 9: CONSENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Para Investigacion del Virus del Papiloma Humano

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

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

cervicouterino.

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

C. Cualquier pregunta que yo quisiera hacer en relacién a mi participacion en este estudio
debera ser contestada por: Ac. César Bedoya Piloso MsC. Director del Proyecto,
Martha S&nchez MsC. Subdirectora del Proyecto, Dr. Carlos Mosquera Martinez,
Coordinador de Investigacion y Diagndstico Microbiolégico del Instituto Nacional de
Investigacion en Salud Publica (INSPI) y Manuel Gonzélez Jefe del Subproceso de
Virologia del INSPI.

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

E. Mi consentimiento esta dado voluntariamente sin que haya sido forzado u obligado.

Fecha: dia mes afio

Nombre y Apellidos del Paciente

Firma

Nombre y Apellidos del Profesional responsable de la toma de muestra
Firma




ANEXO 10: POLIMORFISMOS DETECTADOS EN EL GEN L1 DE VPH 16
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REGION DE ANALISIS Regiones: L1 16 1F/L1 16 1Ry F6835L/R7764L (1850 pb)
Posicion en el prototipo (nt) @ a 2 @ o 9 2 o o 2 2 2 3 S | Linaje | Citologia
] 3 N & P & 51313 8 3 & N &
Muestras » T o a m N @ > 2, 2, > 3 ) o
Referencia. Af536179 C T A C A T A G C C A G
P0O24 t T A ASCUS
SHLO05 - - - - g - A | ASCUS
C80 T c A C c - t - T A LSIL
SEM65 - t g A HSIL
MRMO02 A HSIL
C035 A HSIL
C066 g A HSIL
C107 - - t - - A A HSIL
C116 T c - A C c D HSIL
C093 - - - - - - - g A CaCU
C079 T Cc c A c g D CaCU
C084 - - - - - - A CaCU
C021 T o o A o g - - D CaCU
C104 - - - - - - - |InsT| A A CaCU
Cl11 - InsT| - - ] A CaCU
C124 - o A - c g - |InsT D CaCU
Cambio de aminoacido H102Y | silente | silente | T202N | N207T | silente | silente | Ins T | Ins T | C292Y | silente | silente | silente | L500F

Letras en minuscula; Se refiere a mutaciones que no producen ninguna sustitucion de
aminoacidos (silente). Los linajes se encuentran en la posicion derecha; A, linaje europeo, D,
mutaciones reportadas por Pillai y cols., 2009

Linaje asiatico-americano. ®°

(223). ™" inserciones noveles.

.c,defgjklmn




ANEXO 11: POLIMORFISMOS DETECTADOS EN EL GEN E6 DE VPH 16
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REGION DE ANALISIS

Region: HPV_variant_F/HPV_variant_R (524 pb)

Posicion en el prototipo (nt) N 5 2 2 N N ] @w o Linaje | Citologia
Muestras %G R @ =2 2 o, a = N,

Ref. K02718 G G T A T A C T A
SMP11 - - - - - - - - - A ASCUS
SHLO5 - - - - - - - G - A ASCUS
C66 - - - - - - - G - A ASCUS
C80 T - - - a g T G - D ASCUS
C64 - - - - - - - G - A HSIL
HIG08 T - - - a g T G - D HSIL
SEMO7 - - - - - - - - - A HSIL
SEM17 - - - - - - - G - A HSIL
SEM22 - - - - - - - G - A HSIL
SEM65 - - - - - - - G - A HSIL
MRMO02 - - - - - - - - - A HSIL
Co035 - - - - - - - - - A HSIL
c1o07 - - - |9 - - - - - A HSIL
C115 - - - - - - - G - A HSIL
C116 T A - a g T G g D HSIL
C021 T - G - a g T G g D CaCU
CO079 T - G - a g T G g D CaCuU
C104 - - - - - - - - - A CaCU
Cca3 - - - - - - - G - A CaCuU
c84 - - - - - - - G - A CaCuU
Cambio de aminoacido Q14H | D25N | 127R | silente | silente | silente | H78Y | L83V | silente

Letras en mindscula; Se refiere a mutaciones que no producen ninguna sustitucion de
aminoacidos (silente). Los linajes se encuentran en la posicion derecha; A, linaje europeo, D,
Linaje asiatico-americano. * % ® " Mutaciones reportadas por Cornet y cols., 2012 (60, 244). *
9" Mutaciones reportadas por Sun y cols., 2013 (245). © Mutacién reportada por Pillai y cols.,

2009 (223).
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ANEXO 12: POLIMORFISMOS DETECTADOS EN EL GEN E7 DE VPH 16

REGION DE ANALISIS | Region E7 120F/E7 120R (506 pb)
icid i (o] ~ ~ ~

,F\’,j’jg;'torg:” ¢l prototipo (nt) S| 8| 8| & | B |Linaje|Citologia
Ref. K02718 T T T T T
SMP11 - - - - - A ASCUS
SHLO05 c - - - - A ASCUS
P024 - c c g - D ASCUS
C80 - c c g - D LSIL
SMP30 - - c - c A LSIL
SMP29 c c c g - D HSIL
C115 - - - - - A HSIL
SEM22 - - - - - A HSIL
MRMO02 - - - - - A HSIL
C35 - - - - - A HSIL
SEM 17 - - - - - A HSIL
C50 - - - - - A HSIL
C66 - - - - - A HSIL
SEMO07 - - - - - A HSIL
C116 - c c g - D HSIL
SMP15 - - - - - A CaCuU
C104 - - - - - A CaCU
C111 - - - - - A CaCU
C93 - - - - - A CaCU
C84 - - - - - A CaCU
C79 - c c g - D CaCU
Cc21 - c c g - D CaCU
Cambio de aminoacido silente | silente | silente | silente | silente

Los linajes se encuentran en la posicion derecha; A, linaje europeo, D, Linaje asiatico-
americano. @ Mutacion novel. > ¢ % ¢ Mutaciones reportadas por Pande y cols., 2008 (246).
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ANEXO 13. POLIMORFISMOS DETECTADOS EN LA REGION LCR DE VPH 16

REGION
DE Region LCR3_F/LCR3_Ry LCR4_F/LCR4_R (350 pb)
ANALISIS
Posicién en L . .
prototipo 5 g § g § 5 E 5 o%‘ (E § é‘ s E‘ g. 3 g. § § § § Linaje | Citologia
(nt) IR |QR|A|IN|QQ]IT|Q|R|Q QG| QR |N |22 0|0k
Muestras
Ref.
AY686584.1 G A A C Cc T T| A G G Cc C A T Cc A C C G C A
SHL05 T - A A ASCUS
P024 T T T T C A A D ASCUS
WML | T - A A_| ASCUS
C80 T C T T T C A A D LSIL
SEM65 T - A A HSIL
C66 T A A HSIL
HIGO08 T C T - T A C G T T D HSIL
SEM16 A HSIL
MRMO2 T A A HSIL
C93 T C A G A A CaCU
c111 T In(T) A A CaCU
C84 A CaCU
C115 -l -1 -1-1- A HSIL
C116 - - C G T - T G D HSIL
C104 - - -l - -1 -1 A ] cacu
C21 T A C - T - T - - G C D CaCU
C79 T A C - T - T - - G C D CaCU
C92 - A - A HSIL
C107 - A HSIL
c12d A HSIL

Los linajes se encuentran en la posicion derecha; A, linaje europeo, D, Linaje asiatico-
americano. ® Mutaciones reportadas por Kammer y cols., 2002 (247). © Mutacién reportada
por Sun y cols., 2013 (245). ¢ & & M i klmno.a.tunaciones reportadas por Chang y cols.,
2013 (248). ° Mutacion reportada por Pientong et al, 2013 (153).
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ANEXO 14. POLIMORFISMOS, LINAJES Y SUBLINAJES IDENTIFICADOS EN LA
REGION MY09/MAY011 DEL GEN L1 DE VPH 16

Posicion en el o o o o) o) o o
prototipo (nt) § |§ § % § g § Linaje | Citologia
Muestras ® | ° = ® - <
Ref. K02718 T A A C C C A A -
K02718 - G - T - - G A -
AF536179 - G - - - - A A -
HQ644236 - G - T - - G A -
AF534061 - G - T - - G A -
AF536180 - - - T - T - B -
HQ644298 - - - T - T - B -
AF472509 C - - T T T - C -
HQ644257 C - - T T T - D -
AY686579 C - - C T T - D -
AF402678 C - t T T T - D -
C066 C - - - T T - D HSIL
CO055 C - - - T T - D LSIL
C091 C - - - T T - D HSIL
Cl124 C - - - T T - D CaCU
MAT148 C - - - T T - D LSIL
C092 C - t T T T - D HSIL
C116 C - t T T T - D HSIL
C059 C - t T T T - D CaCU
CO007 C - t T T T D CaCU
C020 C - t T T T - D HSIL
C028 C - t T T T - D HSIL
C044 C - t T T ? ? D CaCU
C036 ? ? ? T - - G A LSIL
SEMO01 ? ? - T - - G A LSIL
C053 - G - T - - G A CaCU
C050 - G - T - - G A HSIL
CO055 - G - T - - G A HSIL
C012 - G - T - - G A HSIL
C026 - G - T - - G A HSIL
C031 - G - T - - G A HSIL
C035 - G - T - - G A HSIL
C064 - G - T - - G A HSIL
C068 - G - T - - G A HSIL
C084 - G - T - - G A CaCU
C104 - G - T - - G A CaCU
Cl11 - G - T - - G A HSIL
C115 - G - T - - G A HSIL
Cl117 - G - T - - G A HSIL
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C107 - G - T : - G A | HSIL
MAT158 - G - T : - G A | LSIL
MRMOL - G - T : - G A | CaCU
MAT144 - G - T : - G A | HSIL
SEMO7 - G - T : - G A | HSIL
SEM14 - G - T : - G A | LSIL
SEM16 - G - T : - G A | HSIL
SEM17 - G - T : - G A | HSIL
SEM22 - G - T : - G A | HSIL
SEM62 - G - T : - G A | LSIL
SEMG5 - G - T : - G A | HSIL
Ci125 - G - T : - G A | HSIL
C123 - G - T : - G A | HSIL

Cambio de | +a795 | E38gG | Silente | PA35L | PA36L | T4711 | E479G

aminoacidos

Las posiciones en nucledtidos de las mutaciones detectadas dentro de la region L1
MY09/MY11 estan descritas en forma vertical en los encabezados de cada columna. La
ausencia de variaciones relativas al prototipo es sefialada con puntos, la presencia de una
variante nucleotidica esta indicada por la letra correspondiente al nucle6tido. Una sefial de
interrogacion (?) indica la pérdida de informacion para la posicién. & © & ™9 Reportadas por
Cento y cols., 2009 (228) y corregidas por Pillai y cols., 2009 (223). ¢ Reportada por Villa y
cols., 2000 (229).
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ANEXO 15. POLIMORFISMOS, LINAJES Y SUBLINAJES IDENTIFICADOS EN LA
REGION MY09/MAY011 DEL GEN L1 DE VPH 58

Posicién en el prototipo (nt) | & S 1] =
Muestras 'ﬁm rli 35, 8; Linaje Citologia
Ref. D90400 G C A A

HQ537752 A - - - A -

HQ537758 - A - - A -

HQ537762 - A - - B -

HQ537764 - A - - B -

HQ537774 - A - - C -

HQ537768 - A - - D -

HQ537770 - A - - D -
C098 A - - - A LSIL
C128 A - - - A LSIL
C080 A - - - A LSIL
Co067 A - - - A LSIL
C103 A - - - A LSIL
C099 A - - - A HSIL
C060 A - - A CaCU
C033 A - - - A HSIL
C049 A - - - A HSIL
CO075 - A - - A HSIL
€085 - A G - A HSIL
C114 A - - C A HSIL
C050 - A G - A HSIL
C055 A - - - A HSIL
C045 A - - - A HSIL

Cambio de aminoacidos silente | silente (s?:)e\;letle) K479T

Las posiciones en nucleotidos de las mutaciones detectadas dentro de la region MY09/MY 11
del gen L1 estan descritos en forma vertical en los encabezados de cada columna. La ausencia
de variaciones relativas al prototipo es sefialada con puntos, en donde la presencia de una
variante nucleotidica esta indicada por la correspondiente letra nucleotidica. Una sefial de
interrogacion (?) indica la pérdida de informacion para la posicion. ® ® Reportado por Cento y
cols., 2011 (228), corregido por Liu y cols., 2012 (232). © Novel. ¢ Reportado por Liu y cols.,

2012 (232).



