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ARNmM: &cido ribonucleico mensajero
ATCC: coleccion americana de cultivos tipo (del inglés, American Type Culture Collection)
BLAST: proceso basico de alineamiento (del inglés, Basic Local Alignment Search Tool)
CA: cancer anal
CC: cancer cervicouterino
CCB: carcinoma de células basales
CCE: carcinoma de células escamosas
CRPV: Papilomavirus de conejo de cola algodonosa (del inglés cottontail rabbit papillomavirus)
dNTP: desoxirribonucledtidos trifosfato
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SINTESIS

Se presentan evidencias sobre la frecuencia de circulacion de Papilomavirus humanos (PVVH) en diferentes
grupos de riesgo de la poblacion cubana residente en La Habana y su relacion con variables virologicas y
clinico-epidemioldgicas. Se estudiaron mujeres entre 15 y 59 afios con una citologia negativa previa (2007-
2009), mujeres mayores de 30 afios con citologia positiva (2009-2011) y hombres seropositivos a VIH (abril-
agosto 2012). Se demostrd, mediante deteccion de ADN, secuenciacién nucleotidica y cuantificacion viral,
una frecuencia elevada de infeccion por PVH, por encima de 50%. Los genotipos oncogeénicos 16, 18, 31, 45,
52 y 58 fueron los mas frecuentes. La carga viral de PVH 16, 18 y 58 se asocid con el incremento de la
severidad de las lesiones cervicales. Los factores de riesgo (p<0,05) para adquirir la infeccion o para
desarrollar lesiones precursoras de cancer cervicouterino y anal fueron: el consumo prolongado de
anticonceptivos orales, el habito de fumar, el nivel de escolaridad por debajo del nivel medio y la practica
sexual ano-receptiva y oral-genital. Esta es la primera investigacion sobre la frecuencia de infeccion y
epidemiologia molecular de PVH en grupos de riesgo de la poblacién cubana, incluyendo individuos de
diferentes edades y sexo. Los resultados apoyan el uso de la vacuna contra PVH y la inclusion de la pesquisa

de PVH dentro del programa de deteccion precoz del cancer cervicouterino.
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I INTRODUCCION
1.1 Antecedentes
Los Papilomavirus humanos (PVVH) son particulas virales con genoma de acido desoxirribonucleico (ADN) que
pertenecen a la familia Papillomaviridae. En la actualidad se han identificado méas de 120 genotipos de PVH
sobre la base de la comparacion de secuencias de ADN. Alrededor de 40 de estos genotipos se asocian con
infecciones de la mucosa anogenital. La infeccion anogenital por PVH es la infeccién de trasmision sexual
(ITS) con mayor incidencia en el mundo, pues cerca del 90% de la poblacion sexualmente activa esta infectada
por estos virus. Esta ITS no esta eficientemente controlada por la carencia de antivirales especificos y por el
limitado acceso en el mundo al programa de inmunizacion actual contra estos agentes infecciosos (1).
Diversos estudios sobre la historia natural de la infeccion por PVH en el cuello uterino, demuestran que la
mayoria de las infecciones pueden ser autolimitadas sin ningtn cambio citoldgico detectable. Sin embargo, en
los casos sintomaticos las manifestaciones clinicas incluyen condilomas benignos y lesiones intraepiteliales
cervicales de diferente grado. De ellas, solo cerca del 10% resultan en lesiones persistentes, de las cuales,
aproximadamente 75% evolucionan hacia la carcinogénesis (2, 3).
El cancer cervicouterino (CC) es una de las causas de muerte mas importante a nivel global en mujeres mayores
de 30 afios, pues aproximadamente 530,000 casos nuevos se diagnostican cada afio y cerca de 275,000 muertes
en igual periodo (2, 3). Existe un consenso general, basado en evidencias epidemioldgicas, clinicas y virolégicas
que han permitido demostrar que la infeccion por PVH es la causa etiologia del CC. Varios estudios confirman
una alta incidencia y estrecha relacion entre el CC y la presencia de ADN de PVH, especialmente con los
genotipos de alto riesgo (PVH-AR), cuyo genoma se ha encontrado en mas del 90% de todos los carcinomas de
células escamosas del tracto anogenital. ElI comportamiento sexual y reproductivo, las condiciones
socioecondmicas, el habito de fumar y el uso de anticonceptivos orales, constituyen factores de riesgo para
contraer la infeccion viral o para desarrollar lesiones asociadas a dicha infeccion (1, 4).
De manera rutinaria y establecida por los programas de control del CC, las lesiones del epitelio cervical se
detectan por citologia, observacion colposcdpica y analisis histolégico. Estos métodos de diagndstico son
importantes en la evolucidn clinica de las pacientes, sin embargo, no detectan la infeccion viral y la sensibilidad
de los mismos no permite una evaluacion precoz de la progresion de las lesiones asociadas a PVH-AR. La

infeccion debe ser identificada mediante la deteccion del ADN viral a través de técnicas de biologia molecular,
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especificamente mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RCP), que permite detectar un espectro
amplio de genotipos virales. Hasta el momento, la RCP es el método de deteccion del ADN viral més sensible
para demostrar la infeccion por PVH en lesiones cervicales, pero la posibilidad de extender esta técnica a la
pesquisa poblacional es limitada por el costo que esto representa. Los métodos de RCP-hibridacion, RCP en
tiempo real (RCP-TR) y la secuenciacion nucleotidica ofrecen la capacidad de identificar diferentes genotipos
de PVH y establecer una asociacion entre los tipos virales especificos, las lesiones precursoras de cancer
anogenital y su prondstico (5).

Los tumores malignos constituyen la primera causa de muerte en todo el planeta y en Cuba existe una tendencia
similar (6, 7). A pesar de los esfuerzos realizados por el Programa para el Diagndstico Precoz del Cancer del
Cuello de Utero (8) en Cuba, esta patologia es la tercera en incidencia y la quinta causa de muerte por cancer, en
las mujeres en edad reproductiva. Segun el anuario estadistico del MINSAP, en el afio 2014 la tasa de muerte
por cancer cervicouterino fue de 8,4/100 000 (9). Estas cifras pueden reducirse si al programa de prevencion del
CC que se lleva a cabo en Cuba, se incorporaran los métodos moleculares para la deteccién y tipificacion de
PVH. La aplicacion de estos métodos, junto a los estudios citoldgicos en mujeres con citologias anormales,
permitiria establecer un mejor prondstico y tratamiento de las pacientes. También, seria una herramienta Util
para determinar qué genotipos circulan en la poblacion sin antecedentes de anomalias citologicas y su
potencialidad para desarrollar lesiones precursoras del cancer cervicouterino y anogenital. De esta forma se
lograria establecer un seguimiento de la progresion de las lesiones mediante la determinacion de la carga viral
de PVH-AR vy se utilizaria esta informacion para el uso de tratamientos bien dirigidos a infecciones con éstos
genotipos que inducen una progresion rapida al cancer invasivo. Ademas, estos programas conducirian a
orientar el uso de la vacunacion en un futuro con un buen anélisis del costo/beneficio.

Es conocido el papel de las infecciones por PVH en el desarrollo de lesiones precursoras y cancer en otras
localizaciones del tracto genital inferior como la vulva o la vagina en las mujeres y en el pene, en el caso de los
hombres. El ano es también considerado un érgano donde las practicas sexuales o la cercania a la vagina,
conduce a la transmision de la infeccion con PVH en mujeres y hombres (10).

El cancer anal (CA) en la poblacion general no suele ser muy frecuente, aunque su incidencia se ha
incrementado en los dltimos 20-30 afios, sobre todo en poblaciones de riesgo como son: mujeres con
antecedentes de lesiones malignas cervicales asociadas a la infeccion por PVH, pacientes trasplantados y en
aquellos individuos que viven infectados con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)/sida (11). La

incidencia de CA es mayor en hombres que tienen sexo con otros hombres (HSH), particularmente en aquellos
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infectados con VIH. Actualmente, en estos grupos de individuos se ha logrado establecer la asociacion entre la
infeccion por PVH y la progresion al CA (12, 13).

Por lo tanto, se hace necesario conocer la frecuencia de infeccion por PVH en el canal anal de hombres cubanos
seropositivos a VIH y determinar la frecuencia de lesiones intraepiteliales escamosas anales (LIEA), asi se
podria evaluar la factibilidad de estudiar, mediante un sistema de pesquisa virolégica y citoldgica, la evolucion
de estos pacientes hacia el CA, que es cada vez mas frecuente en este grupo de riesgo y que pudiera detectarse
de manera precoz.

Los aspectos antes mencionados describen una problemética: En Cuba no existen, hasta el momento, estudios
de linea de base ni otra informacion epidemioldgica suficiente sobre los genotipos de PVH que circulan en
diferentes grupos de riesgo, solo se conocen pocos datos en pequefios grupos de pacientes (14). No se conocen
bien las variables asociadas a la infeccion con genotipos oncogénicos de PVH y al desarrollo de lesiones
cervicouterinas y anales causadas por dichos genotipos. No se aplican técnicas de deteccion de ADN de PVH,
genotipificacion o monitoreo de la carga viral para su diagnostico y seguimiento. Con el objetivo de determinar
la frecuencia de circulacion de Papilomavirus humanos, especificamente los genotipos oncogénicos, en
diferentes poblaciones de riesgo residentes en La Habana, Cuba y la asociacion de factores virales y clinico-
epidemioldgicos, con el desarrollo de lesiones precursoras de cancer cervicouterino y anal, se han desarrollado

una serie de estudios que abordamos en esta investigacion y que pretenden demostrar la siguiente hipotesis.

1.2 Hipotesis de trabajo
La infeccion por Papilomavirus humanos de alto potencial oncogénico, resulta de elevada frecuencia en
diferentes grupos de riesgo de la poblacion en Cuba y bajo la influencia de determinados factores, conduce a la

progresion de las lesiones precursoras de cancer cervicouterino y anal.

1.3 Objetivos

General

Determinar la frecuencia de circulacion de Papilomavirus humanos en diferentes poblaciones de riesgo
residentes en La Habana, Cuba y la asociacion de factores virales y clinico-epidemiolégicos, con el desarrollo

de lesiones precursoras de cancer cervicouterino y anal.
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Especificos

1.

Identificar la frecuencia de infeccion cervical por Papilomavirus humanos, los genotipos circulantes y su
relacion con las variables sociodemograficas, clinicas y epidemiolégicas en mujeres sexualmente activas,
entre 15y 59 afios.

Determinar los genotipos de Papilomavirus humanos, el valor de la carga viral y los factores de riesgo
asociados a la infeccion viral y al grado de las lesiones cervicouterinas, en mujeres mayores de 30 afios, con
citologia positiva.

Identificar la frecuencia de infeccion anal, los genotipos de Papilomavirus humanos, el valor de la carga viral
y su posible asociacién con las variables sociodemograficas, clinicas y epidemioldgicas en hombres cubanos

seropositivos a VIH con otras infecciones de transmision sexual.

1.4 Novedad cientifica

Es el primer estudio, empleando métodos moleculares, donde se demuestra en individuos cubanos de
diferentes edades y sexo, el predominio casi absoluto, de genotipos de Papilomavirus humanos de alto riesgo
oncogeénico.

Mediante esta investigacion se obtienen las primeras secuencias nucleotidicas de Papilomavirus humanos
provenientes de individuos cubanos infectados, lo que aporta datos de interés nacional e internacional.

Se identifican por primera vez, en diferentes grupos de la poblacion cubana, las variables predictivas para la
infeccion con genotipos oncogenicos de Papilomavirus humanos.

Se identifican, por primera vez en adolescentes cubanas, infecciones virales con genotipos oncogénicos
mediante tecnologia de deteccion de ADN, en las cuales se detectan lesiones cervicales de alto grado que se
asocian al inicio temprano de las relaciones sexuales. Este grupo etario no esta incluido en el universo del
programa para la deteccion precoz del cancer cervicouterino.

Se demuestra, por primera vez, en individuos cubanos infectados por Papilomavirus humanos, el valor de la
carga viral de los genotipos oncogénicos 16, 18 y 58 como marcador de severidad de las lesiones
precursoras del cancer cervicouterino y anal.

Por primera vez en Cuba se realiza la deteccion de Papilomavirus humanos y de lesiones precursoras del
cancer anal en hombres seropositivos a VIH, lo que evidencia la elevada prevalencia de genotipos
oncogénicos y de coinfecciones. Ademas, se detecta un gran nimero de casos con algun tipo de anomalia en

la citologia anal.
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1.5 Valor tedrico y practico

Este estudio demuestra la elevada prevalencia de los genotipos oncogénicos de Papilomavirus humanos en
todos los grupos de individuos estudiados, este aspecto es esencial para proponer al MINSAP la inclusion de
las técnicas moleculares para la deteccion de Papilomavirus humanos como herramienta en el diagndstico
temprano y seguimiento de las lesiones precursoras del cancer cervicouterino y anal, asi como la necesidad
de la vacunacion contra Papilomavirus humanos en Cuba.

La alta prevalencia de los genotipos oncogénicos de Papilomavirus humanos en mujeres con citologia
negativa indica la necesidad de estudiar con mayor profundidad la posible presencia de citologias atipicas
dentro de este grupo, asociadas a la infeccion con dichos genotipos; este hallazgo permite proponer al
Programa Nacional para el Control del Cancer Cervicouterino, profundizar en estos estudios y la posibilidad
de reevaluar y actualizar el sistema de clasificacion citologica segun la Clasificacion Bethesda, 2001.

Los resultados obtenidos sobre la relacion entre las variables clinicas y epidemioldgicas predictivas para
desarrollar lesiones de alto grado o céncer y para la infeccion viral, detectada por métodos moleculares,
contribuyen al conocimiento de la interaccion virus-hospedero. Ademas, pudiera indicar puntos vulnerables
en la educacion sexual de la poblacion, en el papel de la atencion primaria de salud y en la necesidad de
actualizar los programas para la deteccion precoz del cancer cervicouterino y anal.

Los resultados de esta investigacion forman parte de tres publicaciones, han sido presentados en varios
eventos cientificos y han recibido varios premios y reconocimientos. También han formado parte de dos

Tesis de Maestria en Virologia y una Tesis de Especialista en Dermatologia.

Publicaciones cientificas que avalan el resultado
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and Ulrich Henngue. Sexually Transmitted Diseases, 34 (12): 974-976, 2007.

Normalizacion de un sistema de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real para la cuantificacion de
Papilomavirus Humanos de alto riesgo oncogénico. Soto Y*; Kouri V; Martinez PA; Correa C; Torres G,
Goicolea A, Morier L; Cap6 V, Pérez L; Aleméan Y; Rodriguez H; Alvarez A. Vaccimonitor; 21 (1): 30-37,
2011.

Molecular epidemiology of human papillomavirus infections in cervical samples from Cuban women over
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I MARCO TEORICO
11.1 Historia
La naturaleza infecciosa de las verrugas, una de las manifestaciones clinicas de la infeccion con Papilomavirus
(PV), fue reconocida por los ancestros griegos y romanos. Sin embargo, hasta el siglo XIX se consideraron
como formas de sifilis 0 gonorrea. La etiologia de las verrugas humanas se confirmé a principios de 1900,
cuando se demostrd la transmisién de la enfermedad a partir de filtrados libres de células, obtenidos de lesiones
(15). Como consecuencia, los PV se identificaron en varias especies de vertebrados, ademas de los humanos.
Debido a que estos virus tienen un rango de hospederos muy especifico para cada especie, no fue posible
estudiar las caracteristicas bioldgicas de los Papilomavirus humanos (PVVH) en modelos animales (16).
El primer PV animal fue identificado en 1930 por Richard Shope, el cual caracterizé la naturaleza transmisible
de los papilomas cutaneos presentes en el conejo de cola algodonosa. El PV identificado por Shope en este tipo
de lesiones, ahora designado como el papiloma del conejo de cola algodonosa (CRPV, del inglés cottontail
rabbit papillomavirus), fue el primer virus tumoral de ADN identificado (17).
La infeccion por PVH se identifico por primera vez, durante el proceso de necropsia, debido a la presencia de
una verruga plantar descubierta en un cuerpo momificado en el siglo XI1 antes de Nuestra Era. Posteriormente,
en el siglo X1V, se confirmd la asociacién entre el origen viral de las verrugas genitales y la via de transmision
sexual (18).
Debido a la incapacidad de los PV para propagarse en cultivos celulares, fueron estudiados con menor
intensidad en las décadas de 1950 y 1960 (19). El clonaje y la secuenciacion del genoma viral, surgidos en la
década de 1970 a 1980, aumentaron notablemente la posibilidad de estudiar sus propiedades bioldgicas y
bioquimicas. (20). En 1972 comenzaron a desarrollarse experimentos para establecer la asociacion entre el CC y
las infecciones por PVH. Esta teoria se apoyo en las observaciones de determinados casos donde las lesiones de
condilomas acuminados evolucionaban a carcinomas de células escamosas, este fendmeno resalté el potencial
carcinogénico de los PVH (21). En 1975, se publicé por primera vez, por Harald zur Hausen, el posible papel
causal de estos virus en la etiologia del CC, dando un giro sustancial a las especulaciones en este campo de la
investigacion (22). Ocho afios después se identificaron los tipos de PVH 16 y 18 en casos de CC (23).
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En la segunda mitad de la década de 1980 se estudiaron con profundidad aspectos clinicos y experimentales
sobre los PVVH, después que se reconociera su importancia medica, empleando fundamentalmente ensayos de
transformacion in vitro que permitieron el analisis de las funciones involucradas en la proliferacion celular (24).
En esta misma década, el interés de los investigadores y especialistas se focalizé hacia todos aquellos tipos
virales asociados a las lesiones genitales. Los PVH se consideran como los agentes virales que constituyen la
mayor causa de los canceres humanos de origen epitelial, encostrandose en casi 100% de los casos de CC y
asociandose con otros canceres anogenitales y orofaringeos (25, 26).

11.2 Clasificacion y taxonomia

Inicialmente los PV se clasificaron junto a los Poliomavirus en la familia Papovaviridae, debido a que
comparten muchas de sus caracteristicas. Sin embargo, la secuenciacion del genoma de los PV, indico que su
organizacion genética difiere de la de los Poliomavirus y que su transcripcion es unidireccional a diferencia de
la transcripcion bidireccional de los Poliomavirus. El establecimiento de estas diferencias y otras desde el punto
de vista clinico, trajo como consecuencia que el Comité Internacional de Taxonomia de Virus clasificara los PV
en una familia independiente, la Papillomaviridae (27). Hasta la actualidad se han identificado mas de 120 tipos
de PVH, de los cuales mas de 40 estan asociados a las infecciones del tracto anogenital (28).

La secuenciacion del genoma de estos virus ha permitido establecer su organizacion filogenética de acuerdo a la
homologia de la secuencia del marco abierto de lectura (MAL) L1, que codifica una de las proteinas
estructurales y la mas conservada. Se han descrito relaciones filogenéticas similares entre otras regiones del
genoma (27). La clasificacion actual se propone cubrir esta amplia gama estableciendo: género, especie, tipos o
genotipos, subtipos y variantes. La categoria mas abarcadora es el género. Los PV se dividen en 29 géneros,
cada uno de los cuales esta designado por una letra del alfabeto griego. Al ser el nimero de géneros superior al
de letras, se utiliza el prefijo 'dyo”, que significa por segunda vez. De esta forma, después de Omega-PV se
contintia con Dyodelta-PV. Con esta clasificacion, los PVH se agrupan en 5 de los 29 géneros: Alfa, Beta,
Ganma, Mu'y Nu. El resto de los géneros estan constituidos por PV animales (29).

Todos los miembros de un género determinado comparten mas del 60% de homologia en cuanto a la secuencia
nucleotidica del gen L1. Una especie esta constituida por aquellos PV que, dentro de un mismo género,
comparten entre 60% y 70% de homologia. Por otro lado, un genotipo dentro de una especie tiene de 71% a
89% de homologia con otros genotipos. Dentro de los genotipos puede haber subtipos, los cuales comparten de
90% a 98% de homologia y variantes, las cuales tienen méas de 98% de homologia entre ellas (28, 29). Mientras
que existen relativamente pocos subtipos, hay muchas variantes que se han identificado, fundamentalmente para
PVH 16, el genotipo estudiado con mayor intensidad debido a su importancia médica (30). También se
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describen variantes para los genotipos de PVH 18, 31, 52 y 58 (31). Los PVH con mayor importancia medica
son los pertenecientes al género Alfa. La mayoria de estos infectan principalmente mucosas y genitales
externos. De estos, los genotipos asociados al CC y a otros tumores malignos, son denominados como
genotipos de PVVH de alto riesgo oncogénico (PVH-AR) y forman parte de las especies 5, 6, 7, 9 y 11 (25, 32).
El PVH 16, genotipo encontrado con mayor frecuencia en el CC, es miembro de la especie 9, mientras que el
PVH 18 que es el siguiente genotipo mas comunmente asociado al CC, esta incluido en la especie 7. Por otro
lado, el PVH 6 que causa la mayoria de las verrugas genitales, forma parte de la especie 10 y esta incluido
dentro de los genotipos de PVVH de bajo riesgo oncogénico (PVH-BR) (33).

11.3 Estructuray replicacion

11.3.1 Estructura viral

Los PVH son un grupo de particulas virales pequefias, que presentan un genoma de ADN de doble cadena y
pertenecen a la familia Papillomaviridae. Son virus desnudos y de talla pequefia, capaces de provocar lesiones
epiteliales de origen maligno, aunque también constituyen la causa de una amplio espectro de lesiones
proliferativas de naturaleza benigna. La capsida viral presenta simetria icosaédrica, tiene un didmetro de 55 nm
y estd compuesta por 72 capsomeros, 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. Al ser virus desnudos, los PVH son relativamente resistentes al calor y a los
solventes organicos, incluso muestran una resistencia y estabilidad mayor que otros virus desnudos (33).

11.3.2 Organizacion gendmica y proteinas virales

La particula viral de los PVH esta formada por una sola molécula de ADN circular de doble cadena de
aproximadamente 8 kb (Figura 1).

El contenido guanina-citosina de la mayoria de los PVH es de 42% y el ADN constituye aproximadamente un
12% del peso del virion. Todos los MAL estén localizados en una de las dos cadenas del ADN viral y la otra
cadena contiene pequefios MAL no conservados, por lo que se asume que es no codificante (34). Las cadenas
codificantes presentan aproximadamente 10 MAL, gque se denominan tempranos (E, del inglés early) o tardios
(L, del inglés late) en dependencia de su localizacion en el genoma, con respecto al origen de replicacion (34)
(Figura1).
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Figura 1. Representacion esquematica del genoma de Papilomavirus humanos. Fuente (35).

La region E codifica las proteinas tempranas E6, E7, E1, E2, E4 y E5 (34). Estas proteinas estan involucradas en
la persistencia del genoma viral, en la replicacion del ADN y en la activacion del ciclo de division celular,
ademas de estar asociadas a la transformacion celular y a la regulacion de los genes virales, fundamentalmente
en el caso de los genotipos oncogénicos (36). Ademas, se identificaron en esta region otros dos MAL, E3 y ES,
pero solo existen en algunos genotipos y no se conoce su funcidn (34). La region L codifica las proteinas
estructurales L1 y L2, que solo se expresan en células infectadas que se encuentran en la fase productiva de
viriones (37). Entre las regiones E y L se encuentra una region de control (LCR, del inglés long control region),
que no contiene secuencias codificadoras pero que posee promotores y amplificadores importantes en la
regulacion de la transcripcion de los genes virales. Esta region constituye un 10% del genoma del virus (38).

La capacidad transformante de los PVH-AR se explica principalmente por la actividad de sus oncoproteinas E5,
E6 y E7 (Tabla 1). Estas proteinas se unen a un gran nimero de reguladores celulares importantes en el control
de procesos bioldgicos como: la apoptosis, la proliferacion celular, la estabilidad cromosomica, la transcripcion
de genes (oncogenes Yy genes supresores de tumores), la diferenciacion celular y la respuesta inmunoldgica (39,
40).

Tabla 1. Caracteristicas generales de las oncoproteinas de Papilomavirus humano.

Proteina Masa molecular Localizacion en la célula Funcion

E5 8-10 kDa, hidrofébica Citoplasmatica Oncoproteina. Interaccién con el receptor
de EGF. Proliferacién celular y retraso de
la diferenciacion.

E6 16-18 kDa Nuclear Oncoproteina. Regulador negativo de la

division celular, degradacion de p53.

Interaccién con varias proteinas celulares.
E7 11 kDa Nuclear Oncoproteina. Regulador negativo del

crecimiento celular, inactivacion de pRb.

Fuente: (41). Abreviatura: EGF: factor de crecimiento epidérmico (del inglés epidermal growth factor)
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11.3.3 Replicacion viral y diferenciacion del epitelio

El ciclo de replicacion de los PVVH esta estrechamente vinculado a la diferenciacion del epitelio que infecta. Este
virus puede acceder a las células epiteliales basales en division, a través de abrasiones microscopicas y adherirse
mediante moléculas presentes en la superficie celular tales como: la a6-integrina, primer candidato reconocido
como receptor de los PVH (42) y los proteoglicanos de heparan sulfato (42). La entrada del virus es a través de
la endocitosis, tanto mediada por clatrina como por caveolas (43). Una vez dentro de la célula, se produce el
desnudamiento y el genoma circular del virus se transporta al nicleo. Tras la division de la célula infectada, el
genoma episomal que se encuentra en el ndcleo se replica entre 20 y 100 copias y se mantiene en las células
hijas. Esto ocurre a través de la fijacion del genoma viral a los cromosomas celulares, mediante el factor de
replicacion/transcripcion del virus, E2, siguiendo el mismo patron establecido para el PVB 1 (44). Se plantea
que durante la primera fase de la infeccion en las células de la monocapa basal, solo se expresan las proteinas
virales de la replicacion E1 y E2, con el fin de establecer y mantener bajo nimero de copias de los genomas
virales (45). Aunque las oncoproteinas E6 y E7 también se expresan al inicio de la infeccion, la linea temporal
exacta de los primeros eventos en el ciclo de replicacion del virus es dificil de evaluar. Esto es porque todavia es
técnicamente muy dificil infectar células epiteliales y seguir el curso de la infeccion. La misma puede persistir
en la célula madre infectada y sus células hijas en la capa basal del epitelio durante un largo periodo, hasta
varios afios. Este fendmeno se conoce como persistencia viral y se considera como el factor de riesgo principal
para la progresion tumoral (46). Sin embargo, una infeccion normal requiere que a partir de la division de las
células madres basales se formen células hijas con la capacidad de diferenciarse en las capas epiteliales
superiores. Normalmente, en celulas no infectadas, después de la diferenciacion, las células epiteliales dejan de
dividirse y comienza la diferenciacion terminal. Es importante destacar que, en las celulas epiteliales infectadas
por PVH-AR, la accion concertada de las oncoproteinas E5, E6 y E7 y sus proteinas asociadas p53 y pRb,
respectivamente, reactiva la division celular, inhibe la apoptosis y suprime la diferenciacion epitelial (47). La
reactivacion de la division celular permite ademas la amplificacion del genoma del virus, provocando la
produccion de miles de copias. Por Ultimo, luego de la diferenciacion de la capa epitelial granular, las proteinas
de la capsida del virus, L1y L2, se expresan y encapsidan los genomas virales recién sintetizados. La liberacion
de los nuevos viriones depende de la rotura mecanica de las células infectadas desprendidas de la Gltima capa
del epitelio (40, 48).

11.4 Historia natural de la infeccion anogenital por PVH

La infeccion del tracto anogenital por PVH puede ser asintomética o provocar una serie de manifestaciones que
varian desde la presencia de condilomas benignos, hasta la ocurrencia de alteraciones neoplésicas de diferentes
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grados y cancer (33). Los exdmenes citologicos e histologicos constituyen la base del analisis de estas lesiones
pues ofrecen suficiente informacion para la evaluacion clinica de los pacientes (49). La distincion de los
diferentes estados patolégicos tiene un alto valor prondstico ya que mientras los condilomas casi siempre
permanecen como lesiones benignas, las neoplasias intraepiteliales tienen una alta potencialidad de progresar al
céncer invasivo (50).

Aunque su prevalencia es elevada, tanto en hombres como en mujeres, la mayoria de las infecciones se
eliminan de forma espontanea. En la literatura se describe que entre 80% y 90% de las infecciones
cervicouterinas por PVH son transitorias y dejan de ser detectables entre uno y dos afios (51). Sin embargo, es
importante destacar que las infecciones por PVH-AR persisten en el epitelio infectado con mayor frecuencia
que las infecciones por genotipos de PVH-BR (52).

La prevalencia de la infeccion varia con la edad de la poblacion y depende de la sensibilidad de las
metodologias utilizadas para detectar el ADN del virus en las muestras clinicas. El pico de prevalencia en las
mujeres es entre los 15 y 25 afios y disminuye con la edad, aunque se observa un segundo pico de infeccién en
la etapa perimenopausica. La disminucion de la frecuencia de infeccion con la edad probablemente se deba a la
naturaleza autolimitada de la mayoria de las infecciones por PVH. La historia natural de las infecciones por
PVH en los hombres ha sido menos estudiada (53). En la literatura se describe que la mayoria de las infecciones
son también autolimitadas, pero a diferencia de lo que ocurre en las mujeres, la prevalencia de infeccion por
PVH se mantiene constante o disminuye ligeramente con el incremento de la edad, lo cual sugiere infecciones
con periodos de persistencia mas prolongados 0 mayores frecuencias de reinfecciones (54).

La persistencia de la infeccion por PVH-AR durante largos periodos es un factor de riesgo fundamental para el
desarrollo y la progresion de las lesiones neopléasicas y es reconocido como un paso importante en el proceso
carcinogénico del CC (55). Se describe la existencia de tres eventos fundamentales durante la infeccion
persistente con PVH-AR como promotores del CC: la integracién del ADN viral al genoma de la célula
hospedera, la expresion de las oncoproteinas virales E6 y E7 (56) y finalmente las complejas interacciones entre
E6/E7 y las proteinas celulares. Se conoce que en el evento de integracion, los genomas virales se linealizan y se
insertan en el genoma de la célula hospedera y los puntos de ruptura del genoma viral pueden estar localizados
en cualquier parte de la region L2-L1 (5°) y E1-E2-E5 (3"). Cuando ocurre la ruptura del genoma viral
provocando una delecion o inactivacion de E1/E2, se suprime la represion de la expresion de E6 y E7 mediada
por E2, lo que implica su sobre expresion. Otra consecuencia de la integracion puede ser la inactivacion de
genes supresores de tumores 0 activacion de proto-oncogenes como cMYC. Estos eventos estan asociados con
un prondstico de progresion al cancer cervicouterino y con una baja proporcion de supervivencia a la
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enfermedad (57). Las complejas interacciones que se establecen entre las oncoproteinas virales E6 y E7 y las
proteinas celulares se basan fundamentalmente en su capacidad de degradar proteinas que actian como
represores tumorales. Tal es el caso de las proteinas p53 y pRb que actlan en la reparacion del ADN durante la
division celular o induciendo la apoptosis cuando la acumulacién de mutaciones es irreparable. Ademas, E6 es
capaz de activar la actividad telomerasa y degradar proteinas que controlan la adhesion celular, la polaridad de
membrana y el control de la proliferacion. Por su parte, E7 degrada la pRb impidiendo asi su funcién
apoptética. Entre otros mecanismos moleculares, estas son las vias mas estudiadas, por las cuales las
oncoproteinas de los PVH-AR conducen las células epiteliales a la transformacion celular y al cancer (56, 57)
Estos factores, sin embargo, se han estudiado menos en otros tipos de canceres anogenitales en las mujeres
(vulva, vagina y ano) y en los hombres (pene y ano).

La presencia de infecciones multiples en la mucosa anogenital, tanto en los hombres como en las mujeres, es
también un hallazgo muy coman de los estudios epidemioldgicos (58). Las consecuencias de las infecciones
multiples todavia son debatidas, debido a que a pesar de ser muy comunes en individuos con lesiones
premalignas, el nimero de genotipos detectados disminuye a medida que se incrementa la severidad de las
lesiones (59, 60). En la literatura también es ampliamente debatido el riesgo de las reinfecciones con el mismo
genotipo (61). Hasta el momento se han planteado dos hipdtesis para dar explicacion a las reinfecciones. La
primera, es basada en la suposicion de que las infecciones adquiridas a temprana edad nunca son eliminadas
completamente y que las reinfecciones que aparecen afios después, son en realidad reactivaciones de la
infeccion inicial. La segunda hip6tesis es que la respuesta inmune generada por una infeccion inicial no sea
capaz de proteger completamente frente a infecciones futuras con el mismo genotipo (62).

11.5 Historia natural de la infeccién anal por PVH en inmunocomprometidos

En la literatura se describe, de manera muy amplia, cuales son las etapas fundamentales de la historia natural de
la infeccion por PVH en el cérvix, sin embargo se conoce muy poco sobre la infeccién anal por PVH,
particularmente en individuos inmunocomprometidos. Esto se ha convertido, en las Gltimas décadas, en un tema
de gran importancia ya que la incidencia de CA se ha incrementado considerablemente en este grupo de
individuos (11, 12). Basado en la historia natural de la infeccion cervicouterina, se plantea que las etapas
fundamentales en la patogénesis del CA pudieran involucrar: las infecciones persistentes con genotipos de alto
riesgo oncogénico, los cambios celulares en el epitelio anal que den lugar al desarrollo de lesiones neoplasicas
denominadas neoplasias intraepiteliales anales (NIA) de alto grado, seguido de la progresion al CA de células

escamosas Y al carcinoma anal invasor (63).
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En inmunocomprometidos, particularmente en HSH seropositivos a VIH, la infeccion anal por PVH suele ser
frecuente y no disminuye con el incremento de la edad (64). Se plantea que en este grupo de individuos es muy
frecuente la presencia de infecciones multiples (65-68), ademas de ser muy susceptibles a reinfecciones (69).
Una posible explicacion para la elevada prevalencia de la infeccion anal por PVH vy la falta de asociacion con
los grupos etarios, es que la infeccién por PVH en el ano sea mas persistente que en el cérvix, y ain mas en
individuos inmunocomprometidos con conductas sexuales de riesgo (64, 70). Los estudios sobre la historia
natural de la infeccion por PVH en el cérvix, no pueden ser simplemente extrapolados a la infeccidn anal en
inmunocomprometidos y sobre todo en HSH seropositivos a VIH, ya que la prevalencia de la infeccién por
PVH y las conductas sexuales difieren significativamente a lo observado en las mujeres inmunocompetentes
(7).
11.6 Epidemiologia de las infecciones anogenitales por PVH
Los PV han coexistido con la especie humana a través de miles de afios, sufriendo pocos cambios en su
composicion gendmica (72). De los més de 40 genotipos de PVH que se asocian con las infecciones de la
mucosa anogenital, 15 estan involucrados, en diferente grado, con los procesos neoplasicos y son denominados
como genotipos de alto riesgo oncogénico (29). Dentro de estos se encuentran los PVH 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45,51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, y 82. Los PVH 26, 53, 66, 67 y 70, son clasificados como genotipos de probable
alto riesgo oncogénico y los PVH 6, 11, 40, 42, 54, 55, 61, 62, 64, 69,71, 72, 81, 83, 84 y 89 son de bajo riesgo
oncogeénico (25). EI PVH 16 es el mas frecuente de los virus oncogénicos y es responsable del 50% de los casos
de CC, mientras que el PVH 18 esta involucrado en un 14% de los mismos (73).
La infeccion anogenital por PVH es la ITS con mayor incidencia en el mundo, pues cerca del 90% de la
poblacion sexualmente activa esta infectada por estos virus (74). La adquisicion de la infeccién es muy comun
sobre todo en adolescentes y personas jovenes, con el inicio de las relaciones sexuales (75, 76). En las mujeres
menores de 25 afios, la incidencia del CC invasivo es muy baja a escala global (1,7 por 100,000 por afio). En
estas mujeres, la infeccion por PVH-AR vy las lesiones cervicales de bajo grado tienden a ser fenémenos
transitorios (77). La edad media de las mujeres con lesiones de alto grado es aproximadamente de 30 afios. A
partir de esta edad, es mas dificil que el sistema inmunoldgico elimine exitosamente la infeccién primaria por
PVH-AR, por lo que tienen una mayor probabilidad de desarrollar infecciones persistentes con la consiguiente
progresion a las lesiones precursoras y el CC invasivo. Sin embargo, en algunas areas geogréficas esta
panoramica esta cambiando, debido al inicio cada vez mas temprano de las relaciones sexuales y del contagio
por PVH-AR. Esto trae como consecuencia la aparicion de lesiones precursoras y de CC antes de los 25 afios
(78).
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La mayoria de las infecciones genitales por PVH se transmiten por via sexual a través del contacto con las
superficies mucosas y cutaneas de individuos previamente infectados por los distintos genotipos de PVH;
mediante el acto sexual, con o sin penetracion, incluyendo el contacto genital-genital, genital-oral, genital-
manual y genital-anal (79). Esta ITS no esta eficientemente controlada por la carencia de antivirales especificos
y por el limitado acceso en el mundo, al programa de inmunizacion actual ().

De acuerdo a un meta-analisis realizado en el 2010, que incluy6 un millén de mujeres con citologia normal
procedentes de 59 paises y 5 continentes (80), la prevalencia de la infeccidn cervical se mantiene en un rango de
1,6% a 25%, con una prevalencia global estimada de 11,7%. Africa Sub-Sahariana (24%), el Este de Europa
(21,4%) y Latinoamérica (16,1%). Estas regiones mostraron las mayores prevalencias de infeccion y los
menores valores de prevalencia se encontraron en América del Norte (4,7%) y el Oeste Asiatico (1,7%).

Por otro lado, se han realizado menos estudios sobre la prevalencia de la infeccion por PVH de la mucosa anal
en mujeres. Se plantea que en mujeres sanas se observa una prevalencia de 42% (81) y que en contraste con las
infecciones cervicouterinas, donde la frecuencia de infeccion disminuye con la edad, la prevalencia de las
infecciones anales se mantiene similar en todos los grupos etarios (82). Ademas de las relaciones sexuales ano-
receptivas, se han propuesto como otras vias de transmisién en mujeres, el contacto sexual sin penetracion
(involucrando los dedos y la boca de la pareja sexual) o la transmision directa de la vagina al ano, debido a la
proximidad de ambos sitios anatdmicos (82).

Muchos estudios sobre la etiologia del CC y el papel de los factores epidemioldgicos y sociodemogréaficos en el
desarrollo del mismo, describen como factores de riesgo: el nimero elevado de parejas sexuales, el bajo nivel de
escolaridad, la carencia de pareja sexual estable, las malas condiciones socioeconémicas, el habito de fumar, el
uso de anticonceptivos orales, entre otros (74, 83, 84). Més alla de la interaccion entre los factores
epidemioldgicos y sociodemograficos con la infeccion viral, existen otros elementos que pueden influir en la
evolucion de la enfermedad, tales como los factores virales y los factores genéticos e inmunoldgicos del
hospedero, descritos en los acapites 11.4 y 11.8, respectivamente.

11.6.1 Infecciones anogenitales en hombres

La prevalencia de la infeccién por PVH en los hombres estd menos definida. Se estima que, en dependencia del
sitio anatomico, la prevalencia de la infeccion por PVH en la poblacion masculina oscila entre 1% y 84%. En
las poblaciones de riesgo, como es el caso de los hombres con otras ITS, seropositivos a VIH y que son pareja
de mujeres infectadas por PVH, la prevalencia es superior y se encuentra entre 2% y 93% (85).

La infeccion anal por PVH en los hombres es mas frecuente en los HSH (86), particularmente en aquellos
individuos seropositivos a VIH (87), sin embargo se describe que la infeccion por este virus puede ser
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comunmente encontrada en la mucosa anal de hombres que tienen sexo con mujeres (HSM) (88). En estos
casos, se plantea que la prevalencia de la infeccion se encuentra en el rango de un 0% a 32,8% (89) y se definen
otras vias de transmision sexual que no involucran el sexo ano-receptivo (90).

11.6.1.1 Infeccion anal en hombres seropositivos a VIH

En la literatura se describe que las infecciones anales por PVH en los HSH seropositivos a VIH son muy
frecuentes. Se plantea que mediante tecnologias como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RCP) el rango
de prevalencia de infecciones con genotipos no carcinogénicos se encuentra entre 85% y 95%, superior a lo
descrito en individuos seronegativos a VIH (26% a 87%) (91). Las infecciones multiples son también muy
comunes, detectandose en varios estudios mas de un genotipo de PVVH, con frecuencias desde 23% hasta 60%
en los hombres seronegativos a VIH y desde 54% hasta 95%, en hombres seropositivos a VIH (91).

Algunos estudios sobre la etiologia del CA demuestran el papel de los factores de riesgo para contraer la
infeccion por PVH o padecer alguna de las enfermedades asociadas a la infeccion viral. Estos factores de riesgo
estan relacionados con determinadas conductas sexuales de riesgo tales como: el nimero elevado de parejas
sexuales anales, el sexo ano-receptivo, el sexo desprotegido, el sexo oral, los antecedentes de condilomas y la
presencia de otras ITS (91, 92). Ademas de estos factores, el estado inmunoldgico se ha asociado a un mayor
riesgo para contraer infeccion por PVH y padecer alguna de las enfermedades asociadas a la infeccion por estos
virus, particularmente el bajo conteo de linfocitos T CD4+ es uno de los factores de riesgo identificado con
mayor frecuencia (13, 93).

11.6.2 Infeccion anogenital por PVH en Cuba

En Cuba no existen, hasta el momento, estudios de linea de base que brinden informacion epidemioldgica
suficiente sobre los genotipos de PVH que circulan en diferentes grupos de la poblacion. Se han publicado
algunos datos sobre la infeccidn por P\VH en mujeres cubanas con CC (14) , los cuales han permitido conocer la
frecuencia de infeccion por PVH en estas pacientes. Se estudiaron 45 casos Y se detectd infeccidn en un 91,1%.
El genotipo més prevalente fue el PVH 16 seguido de los tipos 18, 45, 31, 39, 51, 56 y 59. Sin embargo, estos
datos son insuficientes y las variables asociadas a la infeccion y al desarrollo de las lesiones cervicouterinas, aun
no se conocen en la totalidad de la poblacion femenina cubana.

Por otra parte, en Cuba no existen suficientes investigaciones sobre la infeccion por PVH en la mucosa anal en
poblaciones con conductas sexuales de riesgo, como es el caso de los individuos seropositivos a VIH. Solo
existen datos publicados acerca de la presencia de infeccidn por PVH en lesiones condilomatosas localizadas en
diferentes zonas de la region anogenital de un grupo de individuos seropositivos a VIH (94). Este estudio
mostrd una prevalencia elevada de infeccion en las muestras de condilomas, con los genotipos de PVH 6y 11
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(63,3% Yy 53,3%, respectivamente). Se demostro, ademas, la presencia de PVH de alto riesgo oncogénico en
lesiones condilomatosas, detectandose en 63,3% de las muestras analizadas.

11.7 Manifestaciones clinicas

11.7.1 Lesiones benignas en la mucosa anogenital

Verrugas genitales o condilomas: Los condilomas en su forma clasica son floridos y exofiticos (condiloma
acuminado), aunque también pueden ser en forma de espicula, papula, planos, pigmentados, invertidos y otras
formas micropapilares (33). Aparecen generalmente en adultos jovenes y en individuos con marcada
promiscuidad sexual (95). Estas lesiones en los hombres, se localizan en el pene, alrededor del ano, en el periné
y menos frecuentemente en el escroto. En las mujeres, se localizan en el introito vaginal, la vulva, el ano, el
periné y raras veces en el cérvix (33). Muchas de las lesiones condilomatosas se eliminan espontaneamente o
como respuesta a un tratamiento, sin embargo en poblaciones con estados de inmunosupresion estas lesiones
pueden provocar serios problemas de salud (96). Los genotipos de PVH que se asocian con mas frecuencia a
estas lesiones son los PVH 6y 11, aunque en algunos estudios se ha detectado la presencia de genotipos de alto
riesgo oncogénico, fundamentalmente el PVH 16 (97, 98).

Papulosis Bowenoide: La Papulosis Bowenoide es una enfermedad relacionada con las verrugas genitales. Las
lesiones consisten generalmente en pequefias papulas que son similares histologicamente a las lesiones
provocadas por la enfermedad de Bowen. En la mayoria de estas lesiones se detecta el PVH 16, aunque también
se han encontrado asociados otros genotipos como los PVH 18, 32, 33, 31, 34, 39, 42 y 45 (99).

11.7.2 Lesiones malignas en la mucosa anogenital

Lesiones malignas en la vulva, la vagina y el pene: Los PVH pueden infectar otras regiones genitales que
estan constituidas por un epitelio estratificado. La presencia de PVH, generalmente del genotipo 16, se ha
detectado con frecuencia en canceres de vulva, de vagina y de pene (100-102). Otra de las manifestaciones en
estas regiones es el condiloma acuminado gigante, también denominado como el tumor de Buschke-
Lowenstein. Esta lesion es un carcinoma de células escamosas (CCE) de bajo grado y localmente invasivo que
involucra los genitales externos, con mayor frecuencia el pene, y se encuentra asociado a los PVH- BR, tales
como el PVH 6y 11 (33).

Cancer cervicouterino: Los CCE representan un 85% de los CC y los Adenocarcinomas que surgen en el
epitelio glandular, son los tumores menos frecuentes. La mayoria de los CC se localizan en la zona de
transformacion, la cual se ubica en el extremo inferior del cuello uterino, donde las células columnares del
endocérvix se unen al epitelio escamoso estratificado de la vagina (103). EI CC invasivo esta precedido por una
serie de anormalidades progresivas en el epitelio cervical, las cuales de acuerdo al andlisis citologico empleando
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el Sistema de Clasificacion de Bethesda 2001, se dividen en: insatisfactoria, negativa para lesion intraepitelial o
malignidad; lesiones intraepiteliales escamosas (LIE), que se separan en LIE de bajo grado y LIE de alto grado;
células atipicas de significado indeterminado, que se separan en: atipia de significado indeterminado (Atipicas)
y atipia de significado indeterminado con sospecha de alto grado (Atipicas de alto grado) (104). Existe otra
clasificacion anterior conocida como Sistema de Richart (105) y que todavia es utilizada para la clasificacion
histologica de las lesiones, en la que se establecen las siguientes categorias: no (til, negativa para células
malignas, infeccion por PVH, neoplasia intraepitelial cervical de grado | (NIC 1), neoplasia intraepitelial cervical
de grado Il (NIC II), neoplasia intraepitelial cervical de grado Il (NIC IIl), Carcinoma in situ, Carcinoma
invasor, célula neoplésica de otro origen e infecciones por gérmenes especificos u otras observaciones. En este
caso la clasificacion de NIC I incluye los casos con displasia leve, la NIC Il incluye casos con displasia
moderada y la NIC Il incluye aquellos casos con displasia severa o Carcinoma in situ (46). Debido a esto,
como parte de los programas de prevencion del CC, se realiza la prueba citoldgica o Prueba de Papanicolaou a
todas las mujeres sexualmente activas (106). La edad a la que se inician estos programas de pesquisa en la
poblacion femenina puede depender de las particularidades de cada pais, pero generalmente comienzan a partir
de los 20 o 25 afios (107, 108). La presencia de PVH en el CC se ha comprobado en casi un 100% de los casos
y aproximadamente la mitad de ellos estan asociados a PVH 16, mientras que entre 4% y 24%, estan asociados
a PVH 18. Otros genotipos de alto riesgo oncogénico detectados con frecuencia en el CC son los PVH 31, 33,
45y 58 (33).

Cancer anal: El CA es una enfermedad poco frecuente, que representa de 1% a 2% de los tumores malignos
del sistema digestivo, sin embargo su incidencia es elevada en determinados grupos de riesgo (103). Estos
tumores se dividen en categorias, de acuerdo a su clasificacion histoldgica, y los més frecuentes son: el CCE, el
carcinoma basaloide o cloacogénico y los adenocarcinomas. Generalmente, el tipo de carcinoma anal asociado
a PVH con mayor frecuencia es el CCE (109). En estudios epidemioldgicos se demuestra que mas del 90% de
los casos son asociados a la presencia de infecciones por PVH-AR, con predominio de los genotipos de PVH
16 y 18. La mayoria de estos tumores surgen en la zona de transicion entre el epitelio escamoso y el columnar,
similar a lo que ocurre en el CC (110). La inmunosupresion y las conductas sexuales que incrementan la
probabilidad de adquirir infecciones por PVH, son los factores de riesgo fundamentales para el desarrollo de los
cénceres anales asociados a PVH. Debido a esto, la infeccion con VIH vy las relaciones ano-receptivas son
factores estrechamente asociados al CCE del ano y los HSH seropositivos a VIH constituyen la poblacion de
riesgo fundamental (111, 112).
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El examen citologico de las células de la mucosa anal puede detectar las células neoplasicas, de manera similar
a lo que ocurre con la prueba de Papanicolaou en el cuello uterino. Los estadios neoplasicos en el ano,
determinados mediante andlisis citoldgico, se ajustan a la nomenclatura del Sistema de Bethesda 2001 (104) y
se clasifican en: negativa para lesion intraepitelial o0 malignidad, lesiones intraepiteliales anales (LIEA) de bajo
grado, LIEA de alto grado; células atipicas de significado indeterminado, que se dividen en atipia de significado
indeterminado (Atipicas) y atipia de significado indeterminado que no excluye una lesién de ato grado (Atipicas
de alto grado) y CCE (113, 114). La anoscopia de alta resolucién (AAR) es un procedimiento que utiliza un
instrumento que magnifica la imagen con una alta calidad, se puede visualizar la zona de transicion y permite la
toma de muestras mediante biopsias. Este proceder facilita el acceso a las areas de la mucosa del canal anal que
sean sospechosas de lesiones precursoras del CA 'y cualquier otro tipo de lesion (115). Los cambios neoplasicos
que se detectan mediante el examen histolégico del tejido obtenido a partir de la biopsia se clasifican como:
NIA I, NIA 1Ty NIA 1. Las NIA | son anélogas a las LIEA de bajo grado, clasificadas mediante citologia, y las
NIA 11 y 11l son las equivalentes a las LIEA de alto grado. Las LIEA de alto grado o las NIA 11 y 111, son
consideradas como lesiones precursoras del CCE del ano (114, 116).

11.7.3 Manifestaciones clinicas en otras localizaciones anatomicas

Las infecciones por PVH se clasifican no solo con respecto a la ongenicidad de los genotipos infectantes sino
también a la localizacion de la infeccion segun el tipo de epitelio. Los genotipos que infectan la piel se
denominan cutaneos y los que infectan las mucosas o epitelios menos queratinizados se denominan genotipos
mucosos. Esta clasificacion también se conoce como dependiente del tropismo viral (103). Las principales
manifestaciones clinicas, excluyendo aquellas localizadas en las zonas genitales, causadas por los genotipos de
PVH mucosos son: la papilomatosis laringea, las verrugas de la cavidad oral, la hiperplasia epitelial focal, cerca
del 20% de los tumores orales y entre 60% Yy 80% de los tumores orofaringeos. Las lesiones causadas por los
PVH cutaneos en diferentes localizaciones del cuerpo son: las verrugas cutaneas, la epidermodisplasia
verruciforme y los canceres de piel no melanomas (103).

11.8 Inmunidad

El ciclo de vida del virus, que se produce durante la diferenciacion de los queratinocitos y concluye con la
liberacion de los viriones a través de las células descamadas, tiende a minimizar la exposicion de los antigenos
virales al sistema inmune. La respuesta inmune de las células T parece ser mas importante para la regresion de
la infeccion, mientras que la inmunidad humoral probablemente ayuda a prevenir la propagacion del virus a
nuevos sitios dentro del hospedero y reducir la probabilidad de reinfeccion. La regresion de la infeccion y la
resistencia a la reinfeccion parecen ser fendbmenos especificos para cada genotipo viral, de acuerdo a la
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presencia de sitios especificos de reconocimiento para células T y células B en las proteinas de los PVH. La
estabilidad antigénica aparente dentro de un genotipo de PVVH indica que cada tipo viral se somete a una presion
de seleccion inmune relativamente baja (33, 61).
Cuando un individuo infectado con PVH 6 u otro genotipo causante de verrugas anogenitales muestra lesiones
multiples en una localizacion anatémica, no es raro que la eliminacién de una sola verruga conduzca a la
regresion de las demas. Este fendmeno sugiere una respuesta inmunoldgica provocada por la liberacion del
antigeno a partir de la verruga tratada. Los pacientes con condiciones que afectan a la inmunidad de células T,
como el embarazo, la quimioterapia inmunosupresora, o infeccion por VIH, tienen un mayor riesgo de
infeccion persistente por PVH, asi como un mayor riesgo de cancer de cuello uterino. Probablemente, algunas
de las infecciones en estos individuos son realmente reactivaciones de la infeccion latente, en lugar de ser
reinfecciones por exposicion exdgena, incluso las infecciones por PVH de bajo riesgo. Los pacientes
inmunosuprimidos son notoriamente dificiles de tratar y la reduccion de la supresion inmune puede estar
asociada con la mejora espontanea de las lesiones inducidas por PVH (33, 61).
Aunque estas observaciones indican que el sistema inmune, especialmente las células T, puede influir en el
curso y resultado de la infeccion por PVH, la inmunidad protectora no se puede analizar de manera individual
pues existen determinantes virales que inducen las respuestas inmunes responsables de la regresion o
mecanismos de evasion. Varios antigenos virales pueden poseer esta capacidad, dada la heterogeneidad
genética de las respuestas inmunes humanas y que la infeccion por PVH es autolimitada en la mayoria de los
individuos inmunocompetentes. Los estudios en modelos animales aportan evidencias experimentales de que la
respuesta inmune celular a E1, E2, E6, E7 y L2 puede contribuir a la regresion de las lesiones. Las lesiones que
se eliminan también contienen gran cantidad de células CD4 + y células CD8 + (33). En las mujeres, la
respuesta potente de células T citotdxicas y T auxiliadoras contra las proteinas E2, E6, E7 de PVH 16 ocurre
con mas frecuencia en las pacientes con antecedentes de lesiones que han curado clinicamente, con respecto a
aquellas con lesiones persistentes (33, 61).
Los mecanismos de evasion del sistema inmune se manifiestan en individuos infectados de manera persistente
con PVH-AR donde se afecta la activacion de la respuesta de interferdn, pues se produce la inactivacion de
proteinas reguladoras de la ruta de los interferones. También disminuye la expresion de genes inducibles por el
interferon, disminuye la expresion de citoquinas inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a, TNF-B) y aumenta la
expresion de citoquinas anti-inflamatorias (IL-10). La maduracion de los antigenos MHC dependientes de las
oncoproteinas virales de PVH-AR también se puede ver afectada lo que puede contribuir a la evasion inmune
(55).
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Como se comentara en el acépite dedicado a la prevencion, los altos niveles de anticuerpos séricos
neutralizantes inducidos por la vacunacion pueden prevenir la infeccion por PVH. Sin embargo, en condiciones
naturales, la prevencién contra la reinfeccion depende de la inmunidad celular, tanto de células B como de
células T. Los niveles de anticuerpos contra L1 pueden correlacionarse mas con la duracion de la infeccion que
con la regresion, pues algunas mujeres con lesiones que se eliminan espontaneamente no tienen anticuerpos
detectables contra L1 (33).

Existen evidencias que indican que los polimorfismos antigénicos de MHC clase 1 y Il y de otras proteinas
asociadas a la presentacion antigénica como Tapl, Tap2 y KIR pueden predisponer a las personas a favor o en
contra del desarrollo de displasia cervical y cancer de cuello uterino. Los casos con variantes alélicas especificas
tienen una mayor probabilidad de desarrollar infecciones persistentes. La integridad de los alelos de MHC clase
Il juega un papel importante en la respuesta inmune a la infeccion por PVH. Las evidencias obtenidas en
modelos animales demuestran que, tanto la susceptibilidad y la resistencia a la infeccion persistente y a la
progresion a carcinoma se relacionan con los alelos de clase 11 (55).

Los pacientes que desarrollan tumores asociados a PVH tienen un mayor riesgo de desarrollar un segundo
tumor por esta misma causa. En los receptores de trasplante renal, esta asociacion es casi segura y depende de su
inmunosupresion. Por extension, es posible que los individuos inmunocompetentes que desarrollan més de un
tumor asociado a PVH, puedan tener una respuesta inmune alterada frente la infeccion por el virus. El
componente genético es esencial y puede influir hasta en un 27% de los casos (117).

11.9 Diagndstico de las infecciones por PVH

Las infecciones por PVH generan una respuesta inmune humoral frente a la proteina mayoritaria de la capsida
L1 y aunque los niveles de anticuerpos son de bajos a moderados, estos se mantienen detectables por varios
anos. Debido a esto, las infecciones pasadas no se pueden diferenciar de las infeccidn presentes mediante un
ensayo seroldgico, ademas de la reactividad cruzada que presentan los genotipos genéticamente relacionados. A
este aspecto se le afiade que estos virus no se propagan en cultivos celulares convencionales. Por consiguiente,
las metodologias adecuadas para el diagndstico de las infecciones por PVH son las técnicas de biologia
molecular que permiten la deteccion de los &cidos nucleicos virales (118).

11.9.1 Métodos de hibridacion de &cidos nucleicos

La hidridizacion de &cidos nucleicos, en sus multiples variantes (hibridacion Southern Blot, hibridacion in situ e
hibridacion Dot Blot), fue utilizada inicialmente para la deteccion del genoma de PVH en muestras clinicas de
tejidos o células infectadas. Estas técnicas generan resultados confiables, son sensibles, bastante especificas y
reproducibles, pero incluyen un cimulo de ensayos que consumen bastante tiempo y trabajo por lo que se han
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ido sustituyendo por técnicas menos laboriosas. La desventaja fundamental de estas técnicas es que cuando no
se combinan con pasos previos de amplificacion del ADN viral conllevan a una baja sensibilidad, al uso de
elevadas concentraciones de é&cidos nucleicos purificados y a procedimientos alin mas laboriosos y demorados
(129).

11.9.2 Reaccién en Cadena de la Polimerasa

Mediante la RCP puede detectarse un solo genotipo de PVH utilizando cebadores que se unan a secuencias
especificas del mismo, o pueden detectarse varios tipos simultineamente, ya sea utilizando una mezcla de
cebadores especificos 0 empleando cebadores degenerados o consenso. Los cebadores consenso se seleccionan
teniendo en cuenta la existencia de secuencias conservadas entre varios tipos de PVH (118). Los protocolos de
RCP que se utilizan para la deteccion de PVH generalmente emplean cebadores degenerados o consenso tales
como: MY09/11, PGMY09/11, GP5+/GP6+ y SPF (120), los cuales permiten la amplificacion de un gran
numero de genotipos en una misma reaccion de amplificacion. Estos cebadores amplifican regiones
conservadas del genoma de PVVH dentro del gen L1 (121). Luego de la amplificacion, los genotipos pueden
identificarse mediante secuenciacion nucleotidica, analisis con enzimas de restriccion, hibridacion con sondas
especificas o por una RCP adicional con cebadores especificos (118).

11.9.3 RCP en Tiempo Real (RCP-TR)

La RCP-TR es una técnica con elevada reproducibilidad, sensibilidad y especificidad, que es utilizada con
frecuencia en la deteccion e identificacion de genotipos de PVH. Las ventajas de esta técnica en el diagnostico
de las infecciones por estos agentes son: la capacidad para determinar el valor de la carga viral, la deteccion de
multiples genotipos en una misma reaccion (debido al uso de diferentes fluorocromos que emiten fluorescencia
durante la amplificacion), la deteccion de acidos nucleicos en pequefias concentraciones, reproducibilidad,
rapidez y su aplicabilidad a muestras clinicas (122). Para la deteccion de los genotipos se utilizan cebadores
especificos que amplifican segmentos de interés para cada tipo de PVH (123). La RCP-TR permite determinar
ademés, la presencia de ARNm de las oncoproteinas virales E6 y E7 (11, 19, 62) y la deteccion del genoma
viral integrado (124).

11.9.4 Métodos comerciales para la deteccion de &cidos nucleicos de PVH

Debido a la importancia de la deteccion de PVH-AR en la prevencion y el seguimiento de las lesiones
precursoras de cancer, se han desarrollado métodos comerciales que permiten la deteccion y tipificacion de los
PVH més relevantes desde el punto de vista clinico. Entre ellos se encuentran: Amplicor HPV test (Roche
Diagnostics, Suiza), Linear array HPV Genotyping test (Roche Diagnostics, Suiza), Innolipa HPV Genotyping
Extra (Innogenetics, Bélgica), Biopat kit (Biotools, Espafia) y Clart Clinical Array Papillomavirus 2
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(Gendmica, Espafia). Ademas de la amplificacion del genoma, se han aprobado otros protocolos que se basan
en la hibridacion directa del &cido nucleico viral sin previa amplificacion como es el caso del estuche Hybrid
Capture 2 HPV DNA Test (QIAGEN, Gaithersburg, Alemania) (118, 125).

11.10 Prevencion y control

11.10.1 Prevencion de la transmision sexual

La prevencion primaria de las enfermedades provocadas por los PVH involucra la educacion a la poblacion
sobre las practicas sexuales seguras. Los programas de educacion sexual elaborados por los Ministerios de
Salud podrian prevenir la transmision de las infecciones por PVH y disminuir el riesgo de desarrollar lesiones
asociadas a esta infeccion. EI conocimiento de los principales factores de riesgo para la infeccion y el desarrollo
de las lesiones es un aspecto importante en la estrategia de prevencion. La abstinencia sexual o el sexo protegido
mediante el uso del condon, son las conductas mas seguras para prevenir las infecciones anogenitales por PVH.
También se puede disminuir el riesgo manteniendo relaciones mondgamas, limitando el nimero de parejas
sexuales y evitando el comienzo de las relaciones sexuales a edades tempranas (126).

11.10.2 Vacunacion como método de prevencion del CC

Desde el afio 2006 se aprobaron, por la Agencia de Drogas y Alimentos (FDA, del inglés Food and Drug
Administration) dos exitosas vacunas profilacticas contra PVH, una vacuna tetravalente y la otra bivalente. Las
dos fueron disefiadas para la prevencion, en mujeres, de los canceres de cuello uterino, vulva y vagina,
asociados a los genotipos de alto riesgo oncogénico mas frecuentes (PVH 16 y 18). Aungue en los ensayos
clinicos de estas vacunas no se evalué su impacto en la prevencion del CA, tedricamente, debido a su
fisiopatologia, un porcentaje importante de los CCE de ano pudiera ser prevenible con la vacunacion contra
PVH empleando dichas vacunas (127). De hecho, se han obtenido resultados post vacunacion que demuestran
la reduccidn de las lesiones anales premalignas (NIA 11/111) asociadas a las infecciones por PVH 16 y 18 (127).
En el caso de la vacuna tetravalente su disefio, ademas de los genotipos 16 y 18 también incluye los tipos de
PVH 6y 11 para la prevencion de las verrugas genitales causadas por estos genotipos virales, que son los méas
comunes en dichas lesiones (128).

Ambas vacunas, por ser profilacticas, se incluyen en los programas de inmunizacion preferentemente a edades
tempranas, antes del comienzo de las relaciones sexuales (129). La vacuna tetravalente Gardasil® (producida
por Merck y Co, Inc., Whitehouse Station, New Jersey, EEUU) se utiliza en mujeres que se encuentran entre los
9y los 26 afios (130). La vacuna bivalente Cervarix® (producida por GlaxoSmithKline, Rixensart, Bélgica) esta
aprobada para su uso en mujeres entre 9 y 25 afios (131). Ambas estan compuestas por la proteina L1 de los
PVH, que es un antigeno potente cuando se inocula por via parenteral o intradérmica y genera una respuesta
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duradera con titulos elevados de anticuerpos neutralizantes. La expresion de L1 mediante la tecnologia de ADN
recombinante produce particulas tipo virus (VLP, del inglés Virus Like Particles).

La vacuna tetravalente Gardasil® esta compuesta por VLP formados por L1 de los genotipos 6, 11, 16 y 18. Las
proteinas son expresadas en Saccharomyces cerevisiae y se autoensamblan como VLP no infecciosas con su
conformacion intacta.

La vacuna bivalente Cervarix® contiene VVLP formados por L1 de los genotipos 16 y 18. En este caso las
proteinas son expresadas en células de insecto (Trichoplusia ni Hi-5) utilizando un Baculovirus como vector de
expresion y también se autoensamblan en VVLP no infecciosas con su conformacién intacta (132).

En varios ensayos clinicos se demostr6 que a pesar de las diferencias en las formulaciones, ambas vacunas son
muy inmunogénicas, bien toleradas, seguras y altamente efectivas en la profilaxis de las infecciones por los
genotipos incluidos en dichas formulaciones y en la prevencion de aproximadamente un 70% de los casos de
CC (133, 134).

En diciembre de 2014 se aprobd por la FDA, la nueva vacuna profiléctica Gardasil®9, disefiada para prevenir la
infeccion con 9 genotipos de PVH (135). Dicha vacuna incluye VLP, obtenidas también por via recombinante,
contra los cuatro genotipos que incluye la vacuna tetravalente Gardasil®, ademas V/LP de otros cinco genotipos
de alto riesgo oncogénico (PVH 31, 33, 45, 52 y 58). Gardasil®9 esté indicada para administrarse a mujeres que
no han iniciado las relaciones sexuales, con edades comprendidas entre los 9 y los 26 afios de edad. Su
aplicacion previene las siguientes enfermedades: cancer cervicouterino, de vulva, de vagina y cancer anal
causados por los tipos de PVH 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58; ademas, las verrugas genitales o condilomas
causados por los genotipos de PVH 6 y 11. Previene también las lesiones premalignas o displésicas en las
mismas localizaciones, causadas por los 9 genotipos antes mencionados. Esta indicada y aprobada para su uso
en jovenes masculinos, entre los 9 y los 15 afios de edad para la prevencion del cancer anal y las lesiones
precursoras causadas por los genotipos incluidos en la formulacién vacunal. El uso de Gardasil® puede
prevenir entre 70% y 90% de los canceres anogenitales y el mismo porcentaje de las infecciones por PVH.
Aunque su aprobacion es muy reciente ya se comienza a extender su aplicacion (136, 137).

11.10.3 Pesquisa del cancer cervicouterino

El objetivo fundamental de la pesquisa de CC es la deteccion temprana de las lesiones de alto grado, precursoras
del cancer de cuello uterino. La deteccion temprana de estas lesiones no previene la infeccion por PVH, pero
puede prevenir la mayoria de los casos de CC y muertes, si las mujeres con resultados citologicos anormales
reciben tratamiento y seguimiento adecuados (126). Los métodos utilizados en la pesquisa se apoyan en el
examen citoldgico, colposcopico e histologico. El diagndstico citoldgico se realiza por la técnica descrita por
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Papanicolaou y empleando el Sistema de Clasificacion de Bethesda 2001 (104), descrito en el acapite 1. 7. 2. El
analisis colposcopico utiliza la clasificacion de la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia
(FIGO), propuesta en Sidney, Australia en 1996, como se sefiala en el Programa Nacional para el Diagndstico
Precoz del Cancer de Cuello del Utero en Cuba (8), publicado en el afio 2001.

El examen histoldgico se realiza empleando el sistema de clasificacion establecido por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) en 1984 (8). Este examen, para las muestras de tejido obtenidas mediante biopsia, confirma
el diagndstico cito-colposcopico, establece el tipo de tumor y determina si es in situ, micro infiltrante o invasor,
lo que permite definir la conducta terapéutica a seguir. Para tomar las muestras mediante biopsias dirigidas y
realizar el diagndstico histoldgico confirmatorio de las lesiones, se utiliza el videocolposcopio, que permite una
vision estereoscopica de la zona epitelial en estudio, diferenciando las lesiones del resto del epitelio mediante
una solucién de acido acético al 5% (138).

11.10.4 Pesquisa del cancer anal

Debido a que las NIA de grado 11y 111 son los precursores del CA, al paralelismo bioldgico entre las NIC y las
NIA y a la elevada incidencia de CA, en determinados grupos de riesgo, varios grupos de investigacion
proponen que se establezca un programa de pesquisa de CA, similar al establecido para el CC (139, 140).
Teniendo en cuenta la importancia de la citologia en la pesquisa del CC, se sugiere que se establezca la citologia
anal como parte de la pesquisa del CA en pacientes de alto riego (141). Se plantea que aquellos casos con
citologia positiva (atipica 0 mas) deben ser remitidos a una consulta especializada para la realizacion de una
anoscopia de alta resolucion (AAR) con toma de muestras por biopsia (113). Esta técnica es analoga a la
colposcopia y es utilizada porque la severidad de las NIA solamente puede confirmarse a partir del analisis
histologico de las biopsias, ya que se plantea que la citologia anal subestima el grado de severidad de las
lesiones (142). La efectividad de la pesquisa mediante citologia anal, como primer eslabon del programa de
deteccidn precoz del CA, se ha evaluado a través de varias investigaciones mediante la comparacion de los
resultados de las citologias con los resultados histol6gicos de biopsias tomadas durante la AAR. Se determino
que esta técnica tiene una sensibilidad entre 69% y 93%, con una especificidad entre 32% y 59% (143).

11.11 Opciones terapeuticas en la actualidad

No hay una terapia antiviral especifica, por lo que, la mayoria de los tratamientos son esencialmente ablativos, por
exegesis y/o citodestructivos, o estan dirigidos al estimulo del sistema inmune (144). Estas terapias pueden dividirse
en métodos quirtrgicos, quimicos e inmunomoduladores. Entre las terapias quirtrgicas se incluyen la crioterapia,

exégesis 0 vaporizacion con laser y la radiocirugia (145). La escision quirtrgica ofrece como ventaja la eliminacion
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rapida de las lesiones entre 80% y 90% de los casos. Sin embargo, las recurrencias son de un 25% a 39%,
aproximadamente (146).

Los métodos quimicos se basan fundamentalmente en el efecto citotdxico, mediante mecanismos quimo-
destructivos y anti-proliferativos (147, 148). Entre estos agentes, los mas empleados son la Podofilina, el Acido
Tricloro Acético y el 5-Fltor-uracilo (149).

Los inmunomoduladores basan su efecto contra la infeccion viral en la modulacion de la respuesta inmune innata,
estimulando la secrecion de interferones de tipo |y otras citoquinas proinflamatorias, por las células dendriticas, los
macrofagos y los queratinocitos. Entre los inmunomoduladores més utilizados esta el Imiquimod y los interferones
obtenidos por via recombinante (150, 151). Recientemente se ha comenzado a utilizar el Cidofovir, un antiviral

analogo de nucledtido que inhibe la replicacion viral (152).
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111 DISENO METODOLOGICO

111.1 Disefio general de la investigacion y presentacion de los estudios

Se presenta una investigacion en servicios y sistemas de salud. Se integran tres estudios de corte transversal
conducidos en La Habana, en poblaciones con riesgo de padecer infeccion o enfermedad asociada a
Papilomavirus humanos, durante el periodo 2007-2012. Se investigo la frecuencia de circulacion de diferentes
genotipos de Papilomavirus humanos y aspectos de la epidemiologia molecular de las infecciones producidas
por estos virus como agentes causales de lesiones intraepiteliales cervicales, cancer cervicouterino y lesiones
intraepiteliales anales.

1. Estudio observacional de corte transversal conducido en poblacién femenina entre 15 y 59 afios de 4
municipios de La Habana para identificar la frecuencia de infeccion cervical por Papilomavirus
humanos, los genotipos circulantes, la presencia de lesiones intraepiteliales cervicales asi como las
variables sociodemogréficas, clinicas y epidemioldgicas asociadas. Enero 2007-diciembre 2009.
(corresponde al objetivo 1).

2. Estudio analitico de corte transversal con caso-control anidado conducido en mujeres mayores de 30
afnos con citologia positiva atendidas en las consultas de Patologia de Cuello Uterino de dos hospitales
ginecobstétricos de La Habana, para determinar la frecuencia, los genotipos de PVH, el valor de la
carga viral y los factores de riesgo asociados a la infeccion viral y a las lesiones intraepiteliales
cervicales de alto grado, bajo grado y cancer cervicouterino. Enero 2009-diciembre 2011. (corresponde
al objetivo 2)

3. Estudio observacional de corte transversal conducido en hombres cubanos seropositivos a VIH
atendidos por presentar otras infecciones de transmision sexual que se analizan para identificar la
frecuencia de infeccion en la mucosa anal, los genotipos de PVH, el valor de la carga viral en las
lesiones precursoras del cancer anal y su posible asociacion con variables sociodemograficas, clinicas y

epidemioldgicas. Abril-agosto 2012. (corresponde al objetivo 3).
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Diseiio de los estudios y grupos de riesgo

Estudio analitico de corte transversal ) . Estudio analitico de corte
Enero 2007-diciembre 2009 Estudio de casofc_ontrol anidado transversal
519 MUJERES ENTRE 15 Y 59 ANOS, Enero 2009- diciembre 2011 Abril-agosto 2012
CON CITOLOGIA NEGATIVA 2 AROS 322 MUJERES >30 aflos CON 56 HOMBRES VIH +
PREVIOS AL ESTUDIO CITOLOGIA POSITIVA CON OTRAS ITS

l l l

Citologia confirmatoria y biopsia

Citologia en atencién primaria Células.(':ervicales: ) Citologia anal
Células cervicales: Extraccion de ADN Células de.ll'nucosa anal:
Extraccion de ADN l Extraccion de ADN

Deteccion de PVH para 32 l
Genotipos Deteccion de PVH
Implementacion de RCP-TR CUANTITATIVA:
l confeccion de curvas estandares para cuantificar carga viral

PVH ALTO RIESGO: Tipos 16, 18, 31, 33, 45, 52y 58

Hibridacion l’ ¢

Dot blot
SECUENCIACION RCP Tipo especifica para PVH de
NUCLEOTIDICA BAJO RIESGO: Tipos 6y 11

Variables asociadas o factores de riesgo para la
Infeccion viral y las lesiones cervicouterinas y anales

Figura 2. Diagrama de flujo de trabajo en la investigacion. Disefio de los estudios y grupos de riesgo

analizados.

I11.2. Frecuencia de infeccion cervical por Papilomavirus humanos, genotipos circulantes y su relacion
con las variables sociodemogréficas, clinicas y epidemioldgicas en mujeres sexualmente activas, entre 15
y 59 afos, residente en 4 municipios de La Habana

111.2.1 Disefio del estudio, horizonte temporal, universo y muestra

Se realiz6 un estudio observacional de corte transversal conducido en poblacion femenina de 4 municipios de
La Habana, durante el periodo de enero de 2007 a diciembre de 2009 para identificar la frecuencia de infeccion
cervical por PVH, la presencia de lesiones intraepiteliales cervicales asi como las variables sociodemogréficas,
clinicas y epidemiolégicas asociadas.

El universo estuvo constituido por todas las mujeres sexualmente activas entre 15 y 59 afios que acudieron a
consultorios del médico de la familia para la realizacion de la citologia cervical de rutina o prueba de
Papanicolaou (153), o por otras causas; en el caso de las menores de 25 afios. Los consultorios se seleccionaron
en La Lisa, Marianao, Playa y Plaza. La seleccidn de los mismos se realizo teniendo en cuenta que presentaban
la mayor densidad de poblacién femenina entre 15 y 59 afios residente en La Habana, durante el periodo de
estudio (154). Se establecieron como criterios de inclusion la edad, entre 15 y 59 afios, los resultados de una
citologia cervical negativa en un periodo de dos afios anterior a la realizacion de la investigacion o que nunca

antes se les hubiera realizado una citologia cervical. Aquellas mujeres menores de 25 afios, que no estan
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incluidas en el universo del programa para la deteccion precoz del CC, asistieron a los consultorios por ser
sexualmente activas y desear participar voluntariamente en la presente investigacion. Ademas, se determind
como criterio de inclusion que la citologia realizada en el momento del estudio resultara Gtil para su
interpretacion.

La muestra quedd constituida por 519 mujeres de las cuales el menor porcentaje estuvo representado por
jovenes entre los 15 y 20 afios (8,5%) y la mayor proporcidn tenia un nivel de escolaridad correspondiente a la
ensefianza media (50,7%). Mas de la mitad fueron mujeres fumadoras (51,8%) y casadas (68,4%). Cerca del
10% utiliz6 anticonceptivos orales por mas de cinco afos. La gran mayoria declar6 haber tenido menos de dos
parejas sexuales en los Gltimos dos afios (91,3%) y mas de la mitad (58,4%) tuvo antecedentes de infecciones de
transmision sexual (ITS). Las caracteristicas generales de la muestra estudiada aparecen en el Anexo 1.

111.2.2 Operacionalizacion de las variables

En el Anexo 2 se describe la operacionalizacion de las variables para definir la asociacion entre la infeccion por
PVH vy las lesiones intraepiteliales cervicales en mujeres entre 15 y 59 afios residentes en 4 municipios de La
Habana. Enero 2007-diciembre 2009. En el Anexo 3 aparece la operacionalizacion de las variables para definir
la asociacion entre la infeccion por PVH, las lesiones intraepiteliales cervicales y los factores
sociodemograficos, clinicos y epidemioldgicos en las muijeres estudiadas.

111.2.3 Muestras clinicas

Las muestras clinicas para el analisis citomorfologico fueron los extendidos de células cervicouterinas,
clasificados como (tiles para la realizacion de la citologia cervical y los raspados e hisopados celulares de igual
localizacion para la deteccion viral.

111.2.4 Técnicas y procedimientos

111.2.4.1 Toma de muestras clinicas

Primeramente se realiz la toma de las muestras cervicouterinas para la prueba de Papanicolaou (153) e
inmediatamente después, se colectaron mediante raspado e hisopado, las células cervicales para la deteccion de
ADN de PVH. Las muestras para la deteccion viral se colocaron en un tubo de congelacion (Celistar, greiner
bio-one GmbH, Alemania) que contenia 3 mL de una solucion salina fosfatada al 1% con dodecil sulfato de
sodio al 0,01% (PBS-SDS) estéril, utilizada como solucion de transporte para la RCP.

Las suspensiones de las células cervicales destinadas para la RCP se mantuvieron en un recipiente con
refrigerante hasta su llegada al laboratorio, donde se centrifugaron a 176,085 x g (1500 rpm) a 4 °C (ALC
refrigerated centrifuge, PM 140 R, EEUU). Se descartd el sobrenadante de la solucion de transporte y el
sedimento de células se lavd con PBS 1X y se le realizd una segunda centrifugacion bajo las mismas

30



condiciones. Una vez obtenidos, los sedimentos de células se almacenaron a -20 °C hasta su posterior
procesamiento en el departamento de virologia del IPK.

111.2.4.2 Andlisis citomorfologico-colposcopico

El andlisis citomorfoldgico se realizd6 mediante la técnica descrita por Papanicolaou en 1942 (153). El criterio de
clasificacion de las muestras por citologia, para establecer las citologias positivas, se basd en el sistema de
nomenclatura que establece el Programa Cubano de Diagndstico Precoz del Cancer de Cuello de Utero (8). En
este programa el sistema de nomenclatura define las displasias ligeras como: Neoplasia Intraepitelial Cervical
de grado | (NIC 1) o lesion intraepitelial cervical de bajo grado. Las displasias moderadas y severas se definen
como: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grado 1l y 111, respectivamente (NIC Il 'y NIC IlI), incluyendo
carcinoma in situ (CIS); que se clasifican como lesiones intraepiteliales cervicales de alto grado. Dentro de esa
nomenclatura se consideran tumores malignos o cancer cervicouterino: los casos de lesiones intraepiteliales
escamosas NIC IlII + CIS, los carcinomas escamosos, las lesiones glandulares intraepiteliales, los
adenocarcinomas y otros tumores malignos de diferente origen. A todos los casos que tuvieron una citologia
positiva en el momento del estudio, se les realizd una colposcopia que se llevd a cabo en los hospitales
ginecobstétricos “Eusebio Hernandez” y “Ramoén Gonzalez Coro” segun el algoritmo establecido para las
pacientes tratadas en las consultas de patologia de cuello de Utero (8).

111 2.4.3 Deteccion y genotipificacion de PVH

111 2.4.3.A Extraccion de ADN

Los sedimentos de las células cervicouterinas se lisaron empleando tampon de lisis y proteinasa K, con posterior
separacion fendlica de las proteinas y precipitacion etanolica del &cido nucleico total. Este producto fue
resuspendido en 50 pL de agua bidestilada estéril de los cuales se tomaron 5 uL para realizar la RCP (155).

Los controles se procesaron de igual manera que las muestras clinicas como se ha publicado previamente (155).
Como controles positivos se emplearon las lineas celulares de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (del
inglés, American Type Culture Collection, ATCC) que se mantuvieron en el laboratorio de cultivos celulares
del IPK. Las células de carcinoma cervical humano transformadas por PVH fueron, SiHa con 1-2 copias del
genoma de PVH-16 (ATCC, HTB 35, Rockville, Md), CaSki con 400 copias del genoma de PVH-16 (ATCC,
CRL 1550) y HeLa con 10-50 copias del genoma de PVH-18 (ATCC, CCL 2). Como controles celulares
negativos se utilizaron fibroblastos humanos (ATCC, CCL 171) (156).

Se empled ademas como control positivo, una mezcla de ADNSs, extraidos de muestras positivas a diferentes
genotipos de PVH, gentilmente donadas por el Dr. J. M. Palefsky de la Universidad de California, San
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Francisco, EEUU. Dichos ADNs correspondieron a los siguientes genotipos: PVH 6, 11, 16, 18, 26, 31, 32, 33,
34, 35,40, 45,51, 52, 54, 56, 58, 59, 61, 66, 68, 72, 155, 291.

La calidad del proceso de extraccion del ADN genomico se determind mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 0,8% en tampdén TBE 1X (Tris-borato 40 mM, EDTA 2 mM pH 8.0) tefiido con Bromuro de Etidio
(0,5 mg/mL) (Sigma, EEUU). Concluida la electroforesis, que se realiz6 durante 40 minutos a 120 V, el ADN
purificado se visualizo en un transiluminador de luz ultravioleta (Spectroline® Bi-O-VisionTM, Alemania). El
ADN purificado se almaceno a -20 °C hasta su uso (157).

111.2.4.3.B RCP cualitativa

Se empled un juego de cebadores degenerados MY09/MY11, complementarios a una secuencia nucleotidica
del marco abierto de lectura L1 de PVH. Estos cebadores amplifican una secuencia conservada en
aproximadamente 35 genotipos diferentes. Ademas se empled, como control interno de la extraccién del ADN
y de la reaccion de amplificacion, el juego de cebadores PC04/GH20, los cuales son complementarios a una
region del gen que codifica para la proteina f globina humana. Los dos juegos de cebadores generan
fragmentos de ADN de 450 y 268 pares de base, respectivamente (biomers net, Alemania) y sus secuencias

aparecen en la Tabla 2 (158).

Tabla 2. Secuencias de los cebadores MY09/MY11; PC04/GH20 vy talla de los fragmentos amplificados
durante la RCP cualitativa para la deteccion de PVH y de 3 globina humana.

Cebador Secuencia5’-3’ Talladel producto  Cédigo degenerado
(pb)
MY09 CGT CCM ARR GGAWACTGATC 450 M=A+C
MY11 GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG R=A+G
PC04 CAACTTCATCCACGTTCACC 280 W=A+T
GH20 GAA GAG CCAAGG ACAGGTAC Y=C+T

Fuente: (158).

La RCP se realizd a partir de 5 UL de ADN de cada muestra clinica, 2 UL de ADN de los controles positivos y 3
puL de ADN del control negativo (156). La mezcla de reaccion estuvo compuesta por el tampén de
amplificacion 1X (cloruro de potasio 500 mM, Tris-acido clorhidrico 100 mM pH 8.5, Cloruro de Magnesio 2
mM), 200 uM de cada dNTP, 2.5 unidades de la Taq polimerasa (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EEUU),
5 pmoles de PC04 y GH20, 50 pmoles de MY09 y MY 11 y finalmente, agua bidestilada estéril hasta completar
un volumen final de 100 pL (158).

La reaccion se realiz6 en un termociclador programable (Eppendorf, Mastercycler personal, Alemania), segin

las siguientes especificaciones: un paso inicial de desnaturalizacion durante 10 minutos a 95 °C, 40 ciclos de 1

32



minuto a 95 °C, 1 minuto a 55 °C, 1 minuto a 72 °C y un paso final de extension a 72 °C durante 10 minutos. EI
producto se mantuvo a 4 °C (158).

Al finalizar la RCP, los productos se detectaron en un gel de agarosa al 2% en tampdn TBE 1X (Tris-borato 40
mM, EDTA 2 mM pH 8,0) tefiido con Bromuro de Etidio (0,5 mg/mL) (Sigma, EEUU). Concluida la
electroforesis, que se realiz6 durante 40 minutos a 120 V, el producto amplificado se visualizd en un
transiluminador de luz ultravioleta (Spectroline® Bi-O-VisionTM, Alemania). Se utilizé el marcador de peso
molecular DNA ladder 100 bp (Promega, Madison, WI, EEUU) para comprobar la talla y la calidad del
producto amplificado (Tabla 2). Los productos amplificados se mantuvieron a — 20 °C hasta realizar la
hibridacién.

111.2.4.3.C Hibridacion “Dot Blot” para la genotipificacion de PVH

A los productos amplificados a partir de las muestras clinicas y de los controles positivos y negativos se les
aplicd el método de hibridacidn “Dot Blot” con sondas biotiniladas. Se realizaron tres rondas de hibridacion
para genotipos especificos de PVH en 12 membranas de nylon (Pall Biodyne nylon membranes, Gibco BRL,
EEUU). La técnica se realizd con sondas tipo especifica (biomers net, Alemania) para los genotipos de PVH 6,
11, 16, 18, 26, 31, 32, 35, 39, 40, 45, 45, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 68, 59, 61, 66, 69, 70, 73, 155 y 291. Ademas,
se incluy6 la sonda para el gen de la B globina humana y un juego de sondas consenso para PVH (biomers net,
Alemania), lo que permitio la deteccion de 35 tipos virales diferentes. El procedimiento de hibridacion se llevo a
cabo segun los pasos establecidos en protocolos publicados previamente, donde se encuentran disponibles las
secuencias de ADN especificas para cada una de las sondas empleadas (156, 159).

111.2.5 Técnicas de recoleccion, procesamiento y analisis de la informacion

Se disefio un cuestionario para la recoleccion de la informacion de las participantes en el estudio (Anexo 4),
previa coordinacion con las autoridades sanitarias de cada uno de los municipios. Se revisaron las historias
clinicas para la triangulacion de la informacién.

Se confecciond una base de datos en el paquete estadistico SPSS version 19. 0 (IBM Inc., Berkeley, CA,
EEUU) para el analisis de las diferentes variables sociodemogréficas, clinicas y epidemiologicas que definieron
las caracteristicas de la poblacion. Se calcularon las frecuencias absolutas y porcentuales de infeccion por PVH,
asi como de los genotipos especificos e infecciones multiples identificados en las mujeres estudiadas. Estas
frecuencias se determinaron ademas, para cada tipo de diagnostico citoldgico.

Se determino la relacion entre las variables analizadas, la presencia de infeccion por PVH vy los diagnosticos
citologicos, para lo cual se realizaron tablas de contingencia y se utilizo la prueba estadistica de Chi cuadrado
(X3, considerando significativos los valores de Razén de Prevalencia (RP) mayores que 1, RP>1y p<0,05, con
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un nivel de significacion del 95 %. Para determinar las variables predictivas de la infeccion por PVH y de las
lesiones intraepiteliales cervicales de alto grado en la poblacion estudiada se empleo el método de Regresion
Logistica Multivariada.

111.2.6 Consideraciones éticas

El estudio se realiz6 de acuerdo con la revision actualizada de la Declaracion de Helsinki (160), en el momento
de la investigacion y segun lo establecido por las normas éticas, institucionales y regionales, de la medicina
actual. Las mujeres, después de recibir toda la informacion necesaria a través de charlas y material escrito,
decidieron si participarian o no en el estudio. El personal calificado le explico a cada una, la importancia de la
investigacion para el desarrollo de la medicina y el beneficio de conocer si tiene una infeccion detectable por
PVH como factor de riesgo indispensable para la aparicion y evolucion de lesiones premalignas y malignas del
cuello uterino. Se le solicitd a cada participante su Consentimiento Informado (Anexo 5), la autorizacion y firma
de los tutores, para el caso de las jovenes menores de edad que decidieron participar en la investigacion y se les
comunicé que podrian retirarse del estudio sin perjuicio alguno. Toda la informacion individual relacionada con
los sujetos quedd debidamente custodiada por los responsables del estudio, de forma tal que se garantizo la

absoluta confidencialidad de los datos personales.

111.3 Frecuencia de infeccidn, genotipos de PVH, valor de la carga viral y factores de riesgo asociados a la
infeccion viral y al grado de las lesiones cervicouterinas, en mujeres mayores de 30 afios, con citologia
positiva

111.3.1 Disefio del estudio, horizonte temporal, universo y muestra

Se realiz6 un estudio analitico de corte transversal con caso-control anidado. EI universo estuvo constituido por
todas las mujeres que asistieron a la consulta de patologia de cuello uterino de los hospitales ginecobstétricos
“Eusebio Hernandez” y “Ramén Gonzalez Coro” las cuales se remitieron desde el area de atencion primaria de
salud en La Habana, durante el periodo de enero de 2009 a diciembre de 2011, por tener una citologia positiva.
Se establecieron como criterios de inclusion: la edad; mayor de 30 afios y los resultados de una citologia
satisfactoria mediante la prueba de Papanicolaou (153). Su interpretacion y confirmacion se realizd mediante el
sistema de clasificacion del Programa Cubano de Diagndstico Precoz del Cancer de Cuello de Utero (8). No se
excluyeron los casos que tuvieran una citologia confirmatoria discordante con el resultado inicial obtenido en el
area de atencion primaria de salud. De esta manera se generd un estudio con caso-control anidado.

La muestra quedo constituida por 322 mujeres mayores de 30 afios con diferentes clasificaciones citoldgicas.

De ellas, 211 fueron confirmadas con un diagnostico citologico positivo (NIC 1, NIC 11, NIC 111y cancer). Los
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111 casos restantes se diagnosticaron como extendidos citologicos negativos para las lesiones intraepiteliales
cervicales o malignidad.

Las caracteristicas generales de esta muestra se detallan en el Anexo 6. La edad media de las mujeres fue de 40
afos, 81,4 % de ellas tenia un nivel profesional, técnico o superior y 70,5 % estaban casadas. En cuanto a la
historia sexual y ginecoldgica, cerca del 10 % tuvo su primera relacion sexual antes de los 15 afios de edad. Solo
un 2,8 % alguna vez uso preservativo y 95,3 % informo haber tenido dos 0 menos parejas sexuales en los dos
afnos previos al estudio. Un 39,1 % habia utilizado anticonceptivos orales, mientras que 48,8% declaro el uso de
algun dispositivo intrauterino. Cerca del 60% de las mujeres tuvo tres 0 mas embarazos. En el momento de la
toma de las muestras, 13,4% estaba en etapa perimenopausica y un 25,2 % admiti6 el consumo continuado de
alcohol y cigarrillos.

111.3.2 Muestras clinicas

Las muestras clinicas para la deteccién de PVVH fueron los hisopados de células exo y endocervicales de las 322
mujeres, con diferentes clasificaciones citoldgicas.

111.3.3 Operacionalizacion de las variables

En el Anexo 7 se describe la operacionalizacion de las variables para definir la asociacién entre la infeccion por
PVH y la presencia de lesiones intraepiteliales cervicales de alto grado, bajo grado y c&ncer cervicouterino en
este grupo de estudio. En el Anexo 8 se muestra la operacionalizacion de las variables para definir la asociacion
entre la infeccion por PVH, la presencia de lesiones intraepiteliales cervicales de alto grado, bajo grado y cancer
cervicouterino y los factores sociodemograficos, clinicos y epidemioldgicos en las mujeres estudiadas.

111.3.4 Técnicas y procedimientos

111.3.4.1 Toma de muestras clinicas

Para la toma de muestras de las células cervicales, la posterior extraccion de ADN y deteccidn de PVH, se
realiz6 un proceso similar al descrito en el acapite 111.2.4.1. En este caso, a diferencia del procedimiento descrito
anteriormente, se empled un cepillo citolégico muescado (Digene, Inc., Gaithersburg, MD, EEUU) que se
introdujo en el canal endocervical para posteriormente realizar un barrido en la zona del exocérvix, con el fin de
obtener las células endo y exocervicales para la extraccion de ADN. Una vez obtenidas las muestras de las
células cervicales, se mantuvieron en una solucién de transporte comercial (Digene Inc., Gaithersburg, MD)
destinada a su conservacion, traslado y almacenamiento. Luego se conservaron a -20 °C hasta su procesamiento

en el departamento de virologia del IPK, donde se realizo la extraccion del ADN 'y la deteccidn de PVH.
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111.3.4.2 Analisis citomorfoldgico-colposcopico

El anélisis citomorfoldgico y colposcdpico se le realizd a cada una de las pacientes incluidas en el estudio en los
hospitales ginecobstétricos antes mencionados segun los algoritmos establecidos para las pacientes tratadas en
todas las consultas de patologia de cuello de Utero del pais (8).

En el presente estudio, el criterio de clasificacién de las muestras por citologia se reconsiderd luego del
diagnostico confirmatorio y se basé en el sistema de nomenclatura que establece el Programa Cubano de
Diagnostico Precoz del Céancer de Cuello de Utero (8), incluyendo la referencia que hace este sistema a la
Clasificacion de Bethesda, 2001 (161). En este sentido las muestras se definieron como: negativas, lesiones
intraepiteliales cervicales de bajo grado (NIC I), lesiones intraepiteliales cervicales de alto grado (NIC 11y NIC
1) y cancer cervicouterino (NIC Il + CIS, carcinomas escamosos, lesiones glandulares intraepiteliales,
adenocarcinomas y otros tumores malignos de diferente origen).

111.3.4.3 Deteccion y genotipificacion de PVH

111.3.4.3.A Extraccion de ADN

El proceso de extraccion de ADN gendmico total (ADNQ) se le realizd a las células cervicales de todas las
muestras clinicas y a las muestras y lineas celulares empleadas como controles positivos y negativos descritos
previamente en el acépite Il 2.4.3.A. Para ello se empled el estuche comercial QlAamp® DNA Mini Kit
(QIAGEN, Hilden, Alemania), segin las indicaciones del fabricante. EI ADN obtenido se resuspendio en 200
pL de tampdn de elusion y se almacend a -20° C hasta su utilizacion.

111.3.4.3.B Implementacion de la RCP-TR y obtencion de las curvas estandares

Con el proposito de detectar y cuantificar 6 de los genotipos de PVH-AR maés frecuentemente asociados a las
lesiones intraepiteliales cervicales y al cancer cervicouterino a escala global (PVH 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58),
se realizo la introduccion del método de RCP-TR en el laboratorio de ITS del IPK. Para ello se modificaron
algunos parametros de un protocolo publicado previamente, en el afio 2009, por Schmitz y cols. (162).

Las secuencias de los cebadores y de las sondas aparecen en la Tabla 3 y se corresponden con una region no
codificante de los genes E6 y E7 de PVH (162).

En la implementacion, aunque también se empled la metodologia TagMan o sonda de hidrolisis, se trabajo
sobre la plataforma Light Cycler de Roche (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EEUU). Esta modificacion
elimind el protocolo de reacciones de RCP mdltiples, por lo que se emplearon reacciones simples de RCP-TR
por muestra y por genotipo. Para este fin, las sondas se marcaron con los fluorocromos BHQ-1a-6-FAM vy
TAMRA-6-FAM (BHQ: Black Hole Quencher; FAM: 6-Fam).
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Tabla 3. Secuencias de los cebadores y sondas empleadas en la RCP-TR reportadas previamente por Schmitz y
cols.

Cebadores y Sondas Secuencias5'- 3

PVH 16 + 5’ GAA CCGAAA CCGGTTAGT ATA A3’ (22 pb)

PVH 16 - 5" ATGTAT AGT TGT TTG CAG CTCTGT 3’ (24 pb)

PVH 16 Sonda 5 CATTTT ATG CACCAA AAG AGAACT GCAATGTTTC 3 (34ph)
PVH 18 + 5" GGA CCG AAA ACG GTG TAT ATA A 3'(22 ph)

PVH 18- 5 CAG TGAAGT GTT CAG TTC GGT 3 (21 pb)

PVH 18 Sonda 5 ATG TGA GAA ACA CAC CAC AAT ACT ATG GCG CG 3" (32ph)
PVH 31+ 5 GAA CCG AAA ACG GTT GGT ATATA 3 (23 ph)

PVH31- 5" ATC GTA GGG TAT TTC CAATGC 3 (21 ph)

PVH 31 Sonda 5 CATAGTATTTTG TGC AAACCT ACAGACGCCATGT 3 (34ph)
PVH 45 + 5 CAG TGT AAT ACATGT TGT GAC CAG 3(24 pb)

PVH 45 - 5" ACA GGATCT AAT TCATTC TGA GGT 3(24 pb)

PVH 45 Sonda 5’ CAA GAA AGA CTT CGC AGA CGT AGG GAA ACA C3’ (31 pb)
PVH52 + 5 AAACGG TCAGACCGAAACC3 (19pb)

PVH52 - 5 CAG CACCTCACACAATTCGT3 (20pb)

PVH 52 Sonda 5 AACACAGTG TAGCTAACG CACGGCCATGT 3 (29pb)

PVH 33+ 5 GCATGATIT GTG CCA AGC AT 3°(20 pb)

PVH 33 - 5 CTCAGATCGTTG CAAAGG TTT 3'(21 pb)

PVH 33 Sonda 5 ACT ATACAC AAC ATT GAACTACAG TGC GTG GAATGC 3 (36 ph)
PVH 58 + 5 CAC GGA CAT TGC ATG ATT TGT 3'(21 pb)

PVH 58 - 5 TCAGATCGC TGC AAAGTCTTT 3'(21 ph)

PVH 58 Sonda 5 TTTCAATTCGAT TTC ATG CAC 3" (21 pb)

B globina + 5 ACACAACTG TGT TCA CTA GC 3'(20 pb)

B globina - 5 CAACTT CAT CCACGT TCACC 3'(20ph)

B globina Sonda 5 TCA AAC AGA CAC CAT GGT GCATCT GAC TCC 3" (30 pb)

Fuente: (162).

Confeccion de las curvas estandares

Se establecio el nimero de copias de cada uno de los ADNg obtenidos a partir de cada linea celular, SiHa y
HeL a. Para ello se correlacion6 el nimero de copias de PVVH por célula con el nimero de células a las que se le
realizo la extraccion del ADNg. Se procesaron 10 millones de células para ambas lineas celulares.
Posteriormente se procedid a la confeccidn de dos curvas estandares a partir de cada uno de los ADNg. Para
esto se realizaron diluciones seriadas en base 10 de los dos productos, en agua libre de nucleasas. Para el caso de
PVH 16 desde 10° copias hasta 10 copias de ADN viral/pL y para PVH 18 desde 10° copias hasta 10 copias de
ADN viral/uL. Se realizaron tres réplicas por cada una de las diluciones de los productos de ADNg. Se
afiadieron 5 L de cada dilucion a capilares que contenian 15 pL de una mezcla formada por: 8 L de agua, 4
pL de mezcla universal de RCP (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EEUU), 10 pmoles y entre 1-5 pmoles
de oligonucledtidos y sonda, respectivamente. Los parametros del ciclaje fueron los siguientes: 94 °C por 10
minutos y 45 ciclos compuestos por 94 °C durante 15 segundos, 50 °C por 20 segundos y 60 °C durante 40
segundos. Cada uno de los ADN estandares obtenidos se trabajo por separado en dias diferentes. Para la

construccion de las curvas estandares se empled el método de la derivacion secundaria maxima (SDMM: siglas
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del inglés Second Derivative Maximum Method), version 3.3 del programa del Light Cycler 1.5 de Roche
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EEUU).

Se establecio el limite de deteccion de la RCP-TR implementada, para lo cual se identifico la dltima dilucién en
la que el sistema fue capaz de detectar el ADN diana en el mismo ciclo para todas las réplicas.

Para descartar posibles falsos positivos se amplificaron muestras de ADN extraidos previamente de tres cepas
no relacionadas genéticamente: citomegalovirus humano (CMVh: AD169, ATCC); virus de la varicela zoster
(VVZ: aislamiento clinico, Laboratorio de ITS, Virologia, IPK) y virus del herpes simple 2 (VHS-2:
aislamiento clinico, Laboratorio de ITS, Virologia, IPK).

Se determind, ademas, que no existieran amplificaciones inespecificas entre los genotipos presentes en cada una
de las lineas celulares empleadas como controles para la confeccion de las curvas estandares.

Por otra parte, se evalud que el sistema funcionara de manera especifica para los diferentes genotipos incluidos
en el ensayo. Para ello se analizaron en paralelo 40 muestras clinicas conocidas y genotipadas previamente por
RCP cualitativa-secuenciacion nucleotidica y por el método implementado.

111.3.4.3.C Aplicacion de la RCP-TR a las muestras clinicas

El método implementado y descrito en el acépite anterior se aplico a las 322 muestras clinicas, las cuales se
tipificaron y se cuantificd la carga viral para cada genotipo de PVH empleando las curvas estdndares
previamente confeccionadas. En todos los casos se empled como control interno un fragmento del gen que
codifica para la § globina humana, para demostrar la calidad del ADN utilizado, seguin recomiendan los autores
del protocolo original (162).

111.3.4.3.D RCP cualitativa

Para completar el genotipado, al ADN obtenido de las 322 muestras clinicas se le realizé una RCP con los
cebadores MY09/MY 11 como se describe en el acapite 111.2.4.3.B (157, 158, 163) y posterior secuenciacion
nucleotidica. Los productos de la RCP con los cebadores MY09/MY11 se purificaron de forma automatizada
en el extractor automatico QlAcube™ (QIAGEN, Hilden, Alemania), con el estuche comercial QIAquick® PCR
purification (QIAGEN, Hilden, Alemania), segun las indicaciones del fabricante, con la finalidad de secuenciar
el producto amplificado. La calidad de la purificacion se evalu6 mediante electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 2% (acapite 111.2.4.3.B) y se estimd la concentracion final del producto purificado mediante
comparacion visual con el marcador de peso molecular DNA ladder 100 bp (Promega, Madison, WI, EEUU).

A todos los ADNs con concentraciones mayores de 50 ng/uL se les realizo secuenciacion nucleotidica.
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111.3.4.3.E Secuenciacion nucleotidica

Para las reacciones de secuenciacion se emplearon los mismos cebadores utilizados en la RCP: MY 09 (cebador
en sentido +) y MY11 (cebador en sentido -), y obtener asi, secuencias en ambos sentidos. El producto
secuenciado fue de 450 pares de base (158) (Tabla 2).

Se prepararon mezclas constituidas por 5 pmoles de cada uno de los cebadores especificados, 8 L de la mezcla
de reaccion de secuencia DTCS Quick Start Master Mix, suministrada con el Dye Terminator Cycle
Sequencing (DTCS) Quick Start Kit (Beckman Coulter, EEUU), 5 uL. de ADN purificado (aproximadamente
100 ng) y 6 uL de agua, libre de nucleasas, hasta completar 20 uL de reaccion. El procedimiento se realizo
siguiendo el protocolo descrito en el estuche comercial DTCS Quick Start Master Mix (Beckman Coulter,
EEUU).

Las secuencias nucleotidicas obtenidas se editaron y ensamblaron empleando el paquete informatico
Sequencher version 4. 10. 1 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, EEUU). Las secuencias obtenidas se
alinearon mediante BLAST (del inglés Basic Local Alignment Search Tool). Dicho programa permitio la
comparacion de las mismas con varias de las secuencias de referencia internacional, segin los genotipos
identificados, disponibles en la base de genes GenBank (wwwi/ncbi.nih.gov) y para definir el genotipo
mayoritario de PVH presente en cada muestra clinica.

111.3.4.3.F Analisis filogenético

La distancia genética entre las secuencias cubanas y las de referencia se calcul6 con el programa MEGA 5
version 5.03 mediante el modelo Kimura-2-parametros con un analisis de re-muestreo (bootstrap, del inglés, re-
sampling) de 1 000 réplicas. El &rbol filogenético se construyd con el programa bioinformético Mr. Bayes
version 3.1.2 (164), con la incorporacion de los modelos de sustitucion nucleotidica que se determinaron con el
programa Model Generator version 0.85 (165).

111.3.5 Técnicas de recoleccion, procesamiento y analisis de la informacion

Se disefi6 un cuestionario para la recoleccion de la informacion de las participantes (Anexo 9), previa
coordinacién con las autoridades sanitarias de cada uno de los hospitales ginecobstétricos donde ademas, se
revisaron las historias clinicas para la triangulacion y el completamiento de la informacion.

Se confecciond una base de datos en el paquete estadistico SPSS version 19. 0 (IBM Inc., Berkeley, CA) para el
anélisis de las diferentes variables. Se calcularon las frecuencias absolutas y porcentuales de infeccion por PVH,
asi como de los genotipos especificos e infecciones multiples identificados en las mujeres estudiadas. Estas

frecuencias se determinaron ademas para cada tipo de diagndstico citoldgico y colposcopico.
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Se determind la asociacion entre los factores de riesgo mas cominmente estudiados y la presencia de infeccion
por PVH, asi como otras variables clinicas y epidemioldgicas para lo cual se realizaron tablas de contingencia y
se utilizé la prueba estadistica de Chi cuadrado (X?), considerando significativo los valores de Razén de
Productos Cruzados (OR), del Inglés Odd Ratio, OR>1 y p<0,05, con un nivel de significacion del 95 %. Para
determinar los predictores de riesgo de la infeccion por PVH y de las lesiones intraepiteliales cervicales de alto
grado en la poblacién estudiada se empleod el método de Regresion Logistica Multivariada.

Para determinar si existio relacion entre el valor de la carga viral de los genotipos de PVH presentes en las
muestras clinicas y el grado de las lesiones citolgicas, se utilizé el paquete estadistico GraphPad Prism 3.0. Se
emplearon las pruebas Kruskall-Wallis y Mann Whitney para la comparacion de las medianas de las cargas
virales, considerando significativos los valores de dichos estadigrafos mayores que 1y el valor de p<0,05.

111.3.6 Consideraciones éticas

El estudio se realiz6 de acuerdo con la dltima revision de la Declaracion de Helsinki (160) y lo establecido por
las normas éticas, institucionales y regionales, de la medicina actual.

A todas las participantes se les informd el objetivo y la importancia del estudio. Se le solicito a cada una su
Consentimiento Informado (Anexo 10), que firmaron por libre y espontanea voluntad por ser mayores de edad,
y se les informé que podrian retirarse del estudio sin perjuicio alguno. Se entregé una copia del consentimiento
informado a cada una de estas participantes y luego de manifestar su completa disposicion a participar en el
estudio, se les pidio dejar constancia de su conocimiento previo sobre la toma de la muestra exo y endocervical,
utilizando instrumental desechable para eliminar posibles riesgos de contaminacion. Ademas se les realiz6 una
entrevista segun el cuestionario para la recogida de la informacion, la cual quedd debidamente custodiada por
los responsables del estudio, de forma tal que se garantizé la absoluta confidencialidad de los datos personales.

111.4 Frecuencia de infeccidén anal, genotipos de Papilomavirus humanos, valor de la carga viral y su
asociacion con las variables sociodemogréficas, clinicas y epidemiologicas en hombres cubanos
seropositivos a VIH con otras infecciones de transmision sexual

111.4.1 Disefio del estudio, horizonte temporal, universo y muestra

Se realizd un estudio observacional de corte transversal a partir de muestras de la mucosa anal de individuos
masculinos seropositivos a VIH-1 que acudieron a la consulta de Dermatologia del IPK entre abril y agosto del
afio 2012, por presentar ITS con manifestaciones cutdneo-mucosas con localizacion en la region anogenital.
Como criterios de inclusion se establecio, pertenecer al sexo masculino, ser seropositivo al Virus de

Inmunodeficiencia Humana (VIH) con diagnostico confirmado (ELISA, Western Blot), haber tenido una
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infeccion de transmision sexual previa, en los Gltimos dos afios o en el momento del estudio; tener una citologia
anal satisfactoria para su evaluacion y que el paciente aceptara incorporarse a la investigacion a través de su
consentimiento informado. La presencia de secreciones en la mucosa anal sugestivas de infecciones bacterianas
u otras condiciones medicas no se consideraron como criterios de exclusion.

Se garantiz6 que en la unidad de atencion médica donde se atendieron los participantes no hubo sesgos de tipo
étnico, econdmico ni sociocultural al seleccionar los pacientes a estudiar.

La muestra quedd constituida por 56 individuos masculinos, seropositivos a VIH, con otras ITS, con
manifestaciones cutaneo-mucosas (incluidos condilomas) y con una citologia anal satisfactoria. Las
caracteristicas generales de los individuos estudiados se detallan en el Anexo 11. La mediana de la edad de
dichos individuos fue de 35 afios. Mas de la mitad de ellos tenia un nivel de escolaridad correspondiente a la
ensefianza media (51,8%) e inicid las relaciones sexuales después de los 15 afios (66%). Cerca del 90% se
identifico como HSH y 85,7% declard la préactica de sexo anal receptivo. Aproximadamente 20% de los
individuos declard haber tenido més de 10 parejas sexuales en los Gltimos dos afios y 84% presento lesiones
condilomatosas en el momento del estudio. Un 51,8% de los pacientes tenian, en el momento de la
investigacion, conteo de linfocitos T CD4+ entre 200 y 500 células/mm?.

111.4.2 Muestras clinicas

Las muestras clinicas consistieron en cepillados de la mucosa anal para realizar el estudio citologico y la
deteccion de PVH.

111.4.3 Operacionalizacion de las variables

En el Anexo 12 se puede observar la operacionalizacion de las variables para definir la asociacion entre la
infeccion por PVH y las lesiones intraepiteliales escamosas anales en hombres cubanos seropositivos a VIH. En
el Anexo 13 aparece la operacionalizacion de las variables para definir la asociacion entre la infeccion por PVH,
las lesiones intraepiteliales escamosas anales y los factores sociodemograficos, epidemioldgicos y clinicos en
los individuos estudiados.

111.4.4 Técnicas y procedimientos

111.4.4.1 Toma de muestras clinicas

Para la citologia, se obtuvieron muestras de las células de la mucosa anal y para este fin se siguio el
procedimiento descrito previamente (166). Dichas muestras se colectaron en el IPK y se trasladaron hacia el
Hospital "Enrique Cabrera"”, donde se realizaron los estudios citologicos. Las células del epitelio anal, para la
deteccion de PVH se colocaron en una solucion de transporte (Digene Inc., Gaithersburg, MD, EEUU)
destinada a la conservacion, traslado y almacenamiento de células cervicouterinas. Se mantuvieron a -20 °C
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hasta su procesamiento en el departamento de virologia del IPK, donde se realizo la extraccion del ADN y la
deteccion de PVH.

111.4.4.2 Andlisis citomorfologico

Los extendidos celulares de la mucosa anal se colorearon mediante tincion con hematoxilina-eosina (8, 153)
para el diagndstico de lesiones intraepiteliales escamosas anales. Se clasificaron segun los criterios de utilidad de
la muestra en satisfactoria y no satisfactoria para su evaluacion. Las satisfactorias se clasificaron, segun el
Sistema de Bethesda 2001, actualizado en el afio 2003 (167), en: negativas para lesiones intraepiteliales y
malignidad (Negativa), células escamosas atipicas de significado indeterminado (Atipicas), células escamosas
atipicas de significado indeterminado con sospecha de alto grado (Atipicas de Alto Grado), lesién escamosa
intraepitelial de bajo grado (Lesiones de Bajo Grado), lesion escamosa intraepitelial de alto grado (Lesiones de
Alto Grado) y hallazgo sospechoso de carcinoma in situ o invasor.

111.4.4.3 Deteccion y genotipificacion de PVH

111.4.4.3.A Extraccion de ADN

Se realiz el proceso de extraccion de ADN empleando el estuche comercial QlAamp® DNA Mini Kit
(QIAGEN, Hilden, Alemania), segln las indicaciones del fabricante. EI ADN obtenido se resuspendié en 200
pL de tampdn de elusion y se almaceno a -20° C hasta la realizacion de la RCP-TR. Los controles positivos y
negativos empleados para el estudio de estas muestras se describen en el acépite 111 2.4.3.A.

111.4.4.3.B RCP cualitativa tipo especifica para PVH 6y 11

Se realizd una RCP cualitativa para la deteccion de los genotipos de PVH 6 y 11 de bajo riesgo oncogénico.
Para ello se emplearon los oligonucledtidos especificos para cada genotipo, disefiados a partir de una region
variable del gen L1 de PVH conocida como region V. Sus secuencias pueden observarse en la Tabla 4 (168).

Tabla 4. Secuencias de los cebadores para PVH 6y 11 y talla de los fragmentos amplificados durante la RCP.

Cebador Secuencia 5’-3" Talla del producto
(pb)
PVH6L1+ TGGGGTAATCAACTGTTTGTTACTGTGGTA 120
PVH6L1R- GCATGTACTCTTTATAATCAGAATTGGTGTATGTG
PVH11L1+ CTGGGGAAACCACTTGTTTGTTACTGTG 120

PVH11L1R- CGCATGTATTCCTTATAATCTGAATTAGTGTATGTA

Fuente: (168).

Con el empleo de estos oligos se amplifica un fragmento de 120 pares de base para cada tipo viral y se realizo la
RCP en tubos independientes o reacciones simples, como una modificacion al protocolo original publicado

previamente por Seaman y cols. (168). La mezcla de reaccion estuvo compuesta por el tampon de amplificacion
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1X (cloruro de potasio 500 mM, Tris-&cido clorhidrico 100 mM pH 8,3, cloruro de magnesio 6 mM), 200 uM
cada dNTP, 2.5 unidades de la Taq polimerasa (Roche, Diagnostics, Indianapolis, IN, EEUU), 5 pmoles de
cada cebador y cantidad suficiente de agua bidestilada estéril para completar un volumen final de reaccion de 50
pL. La RCP se efectud a partir de 5 puL del ADN extraido de las muestras clinicas. Las condiciones de
amplificacion establecidas en el ensayo fueron las siguientes: un paso inicial de desnaturalizacion durante 10
minutos a 94 °C. Seguidamente, 40 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 1 minuto a 60 °C, y 1 minuto a 72 °C. Se
incluy6 un paso final de extension a 72 °C durante 5 minutos y en ese punto el producto se mantuvo a 4 °C. El
chequeo de los productos de la RCP para definir la positividad a los genotipos de PVH 6 y 11 segun la calidad y
talla de la banda esperada se realiz6 segun el procedimiento que se describe en el acapite 111. 2. 4. 3. B.

111.4.4.3.C RCP-TR para la deteccion de PVH en células de la mucosa anal

Se identificaron y cuantificaron 6 genotipos virales de PVH (PVH 16, 18, 31, 33, 45 y 58), mediante el
protocolo descrito anteriormente en los acapites 111.3.4.3.B y 111.3.4.4.

111.4.5 Técnicas de recoleccion, analisis y procesamiento de la informacién

Se disefid un cuestionario para la recoleccion de la informacion de los participantes (Anexo 14). Ademas, se
revisaron las historias clinicas para la triangulacion y el completamiento de la informacién. Se confeccioné una
base de datos en el paquete estadistico SPSS version 19. 0 (IBM Inc., Berkeley, CA, EEUU) para el anélisis de
las diferentes variables. Se calcularon las frecuencias absolutas y porcentuales de infeccion por PVH, asi como de
los genotipos especificos e infecciones maltiples identificados en los individuos estudiados. Estas frecuencias se
determinaron ademas para cada tipo de diagnaéstico citoldgico en la citologia anal. Se determind la relacién entre
las variables sociodemogréficas, clinicas y epidemioldgicas en estos individuos y la presencia de la infeccion por
PVH, asi como con las lesiones intraepiteliales anales. Para ello se realizaron tablas de contingencia y se utilizo la
prueba estadistica de Chi cuadrado (X?). Se consideraron significativos los valores de RP>1 y p<0,05, con un
nivel de significacion del 95%.

La relacion entre los valores de la carga viral de los genotipos de PVH presentes en las muestras clinicas y el
grado de la lesion citoldgica se analizd mediante el paquete estadistico GraphPad Prism 3.0. Se utilizaron las
pruebas Kruskall-Wallis y Mann Whitney para la comparacion de las medianas de las cargas virales,
considerando significativos los valores de dichos estadigrafos >1 y p<0,05.

111.4.6 Consideraciones éticas

El estudio se realizd de acuerdo con la ultima revision de la Declaracion de Helsinki (160) y lo establecido por

las normas éticas, institucionales y regionales, de la medicina actual. Los individuos, después de haber recibido
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toda la informacion necesaria a través de charlas y material escrito, pudieron decidir si participarian o no en el
estudio.

El personal calificado le explico a cada uno, como se realizaria el estudio, empleando un lenguaje claro y
sencillo para facilitar su comprension, asi como el beneficio de conocer si tiene una infeccion detectable por
PVH como factor de riesgo indispensable para la aparicion y evolucion de lesiones anogenitales premalignas y
malignas. Se le solicit6 a cada participante su Consentimiento Informado (Anexo 15), la autorizacion y firma de
los tutores, para el caso de los menores de edad que decidieron participar en la investigacion y se les comunic
que podrian retirarse del estudio sin perjuicio alguno. Se entregd una copia del consentimiento informado a cada
uno de los participantes y luego de manifestar su completa disposicién a participar en el estudio, se le realiz6
una entrevista segun el cuestionario previamente elaborado.

A los pacientes se les realizd el seguimiento médico una vez que se confirmé el diagndstico de infeccion por
PVH en la mucosa anal. Los resultados de las pruebas moleculares de laboratorio se enviaron, de manera
confidencial, al especialista y el mismo decidi6 el tratamiento adecuado segun el genotipo viral y el resultado de
la citologia anal. En el caso de los pacientes que presentaron infeccion por PVH-AR y citologia anal anormal se
recomendd al especialista remitirlos a una consulta de proctologia, sugiriendo la realizacién de la anoscopia y el
seguimiento mediante citologia anal en un periodo de 6 meses a 1 afio.

Los riesgos del estudio fueron minimos en relacion con los beneficios, estos estuvieron relacionados con la
toma de la muestra debido a la posibilidad de pequefios sangramientos. La muestra se obtuvo por personal
meédico calificado y con los cuidados necesarios para minimizar los riesgos.

Toda la informacion individual relacionada con los sujetos quedd debidamente custodiada por los responsables
del estudio, de forma tal que se garantizo la absoluta confidencialidad de los datos personales.
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Resultados y Discusion

IV RESULTADOS Y DISCUSION
IV.1 Frecuencia de infeccion por PVH, presencia de lesiones intraepiteliales cervicales y su relacion con
las variables sociodemogréficas, clinicas y epidemioldgicas en mujeres sexualmente activas, entre 15 y 59
anos, residente en 4 municipios de La Habana
IV.1.1 Frecuencia de infeccion por PVH y su relacion con el resultado de la citologia cervical
En el grupo de mujeres estudiadas durante el periodo analizado, 41,6% de los casos (216/519) se diagnostico
con citologia positiva. De ellos, 41,2% (89/216) presento lesiones de bajo grado o NIC 1y en 58,8% (127/216)
se detectaron lesiones cervicales de alto grado o NIC 1I/111.
La incidencia del CC en Cuba, experiment6 un incremento a partir del afio 1996, con picos en los valores de la
tasa/100,000 en los afios 2003 y 2009 (9). El grupo de mujeres estudiadas, aunque no tenian antecedentes de
alteraciones citoldgicas en los dos afios anteriores a la investigacion, mostro un porcentaje elevado de lesiones
de alto grado, lo que se asocia con una tendencia al aumento de estas lesiones precursoras del CC, en el periodo
2007-2009. Este hallazgo esta relacionado con factores que estan influyendo en esta poblacién, entre ellos la
infeccion o reinfeccion con genotipos oncogenicos de PVH. Ademas otros factores clinico-epidemioldgicos que
seran analizados méas adelante.
La frecuencia de infeccion en la poblacién analizada fue de 66,3% (344/519) y se comportd con cifras
superiores a lo que se ha observado en la mayoria de las investigaciones realizadas a escala global (1, 169). No
obstante, estos valores deben ser analizados de acuerdo al disefio del estudio y al tamafio de la muestra. En
estudios con diferentes disefios, realizados en paises de diversas latitudes como Italia (59), Corea (170),
Argentina (171) y Brasil (172, 173), los valores de prevalencia se comportan con cifras variables, con
frecuencias que oscilan entre 19% y 47% y pueden llegar hasta un 60%, en dependencia de las caracteristicas de
la poblacidn estudiada y del tamafio muestral. Los resultados del presente trabajo son similares, particularmente,
a lo que se ha encontrado en poblaciones brasilefias no vacunadas, residentes en determinadas zonas urbanas y
seleccionadas bajo los mismos criterios de inclusion y en investigaciones con disefios similares. En dichos
estudios las frecuencias de infeccion oscilan entre 60% y 70%, e incluso superiores (172-174).
La mayoria de los datos publicados en estudios previos de mujeres cubanas no incluyen técnicas de deteccion viral
por métodos moleculares sino mediante estudios citoldgicos e histoldgicos en pacientes con lesiones cervicales.

Los resultados obtenidos en dichos estudios (175-178) muestran frecuencias de infeccion mas bajas que las
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encontradas en el presente estudio, ya sea de manera general o dentro de las diferentes clasificaciones
citologicas, de forma particular. Esto es de esperar al comparar una técnica molecular de deteccion de virus con

técnicas que buscan cambios morfoldgicos en las células, asociados a las infecciones por PVH.
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Figura 3. Relacion entre la clasificacion citologica y la infeccion por PVH en mujeres entre 15 y 59 afios.

Como se observa en la Figura 3, en 91,2% (197/216) de los casos con citologia positiva se detectd infeccion
viral, mientras que se identificd la infeccion en 48,5% (147/303) de los casos con citologia negativa (p=0,000;
RP=11,00 IC 95% 6,53-18,54). Estos resultados muestran una probabilidad 11 veces superior de que las
mujeres con citologia positiva estén infectadas por PVH. En el presente estudio las mujeres con citologia
negativa presentaron una frecuencia de infeccion por PVH mayor a lo que se ha establecido en la generalidad de
los estudios realizados en los paises de diferentes continentes. Las frecuencias de infeccion por PVH oscilan
entre 10% y 30% en muijeres sin alteraciones citol6gicas, con excepcion de datos publicados en Africa (179),
Brasil (172-174) y otros paises latinoamericanos donde las conductas de riesgo influyen considerablemente en
la historia natural de la infeccion (180). Para explicar estos resultados, es importante destacar ciertos aspectos.
Actualmente, los valores de prevalencia de la infeccion por PVH se han modificado por la introduccion de la
vacunacion en gran parte de los paises desde el afio 2006. Sin embargo, en lugares donde la poblacion femenina
no ha sido inmunizada contra PVH, como en el caso de Cuba, la frecuencia de infeccion es superior y esta
asociada a una serie de conductas sexuales de riesgo. También a factores sociodemograficos y epidemiologicos
como la situacion laboral, el nivel de escolaridad, el nimero de parejas sexuales, la edad de inicio de la

relaciones sexuales (52), el habito de fumar y el uso de anticonceptivos orales (181).
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IV.1.2 Genotipos de PVH mas frecuentes en poblacion femenina, entre 15 y 59 afios y su relacion con la
presencia de las lesiones detectadas en la citologia cervical

Se detectaron 30 genotipos virales en la poblacion analizada. Los genotipos que se encontraron circulando mas
frecuentemente aparecen en la Figura 4. De ellos el méas frecuente fue el PVH tipo 16, seguido de los tipos 31y
18.

60
53,6
50

Grupo 1
M Alto Riesgo

Fs
=)

Grupo 2
29,7 M Bajo Riesgo

w
o
1

Grupo 3
18,9 M Probable
Alto Riesgo

[
o

13,7

Figura 4. Genotipos de PVH identificados en mujeres entre 15y 59 afios.

% de casos positivos a PVH
=
o

15
I 10,2 11.6
25 19 2.3 2,7 23 3.5
o,s 1,2 1 3
Pl WY “..? 8 -0 8" [

N AR

b N D \
4‘2” 4‘2’ 4‘3‘ 4‘} 4Q” QQ‘ ;8’ 4‘2” 4‘} QQ” 4‘?’ 4¢ QQ” 4‘2‘ 0@\\ C"QQG‘QQ

o“‘s

&

Genotipos de PVH

Como se observa en la Figura 4, el Grupo 1 incluye todos los genotipos de alto riesgo oncogénico identificados
en el estudio; el Grupo 2 contiene todos los genotipos de bajo riesgo oncogénico; el Grupo 3 considera todos los
genotipos de probable alto riesgo oncogénico o riesgo no definido. Dentro de las Infecciones Multiples se tienen
en cuenta los casos infectados con mas de un genotipo de PVH y el grupo clasificado como otros” contiene
genotipos que no pudieron ser tipificados. Como se puede apreciar, existié un predominio de genotipos de alto
riesgo oncogeénico.

Muchas investigaciones basadas en estudios poblacionales sobre la circulacion y prevalencia de genotipos de
PVH, demuestran que los genotipos mas frecuentes mundialmente son PVH 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58, con la
mayor relevancia clinica por su papel causal en la aparicion de lesiones precursoras del CC (60, 182). Se
demuestra también que estos genotipos de alto riesgo oncogénico pueden detectarse hasta en un 50% de los
casos positivos a PVH y en porcentajes mayores, segin el grado de las lesiones citoldgicas (135-137). Los

genotipos de bajo riesgo oncogénico como los tipos de PVH 6 y 11 son frecuentes, particularmente en la
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poblacién més joven, donde se detectan valores de prevalencia entre 12% y 20%, particularmente en lesiones de
bajo grado y verrugas genitales (60, 182, 183). En investigaciones realizadas en paises asiaticos (184), Canada
(185), Argentina y en otras areas geograficas se muestra una distribucion similar en cuanto a los genotipos mas
frecuentes (186). La presencia de estos genotipos se asocia al comienzo de las relaciones sexuales a edades
tempranas y a las conductas sexuales de riesgo en poblaciones no vacunadas.

En la Figura 5 se observan las frecuencias de infeccion por los genotipos de PVH encontrados mas

comunmente en la poblacion analizada y asociados (p<0,05) con la citologia positiva.
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Figura 5. Genotipos de PVH asociados a la citologia positiva en mujeres entre 15 y 59 afios.

La infeccién por PVH 6, las infecciones multiples y aquellas que incluyen genotipos del Grupo 1 (alto riesgo
oncogeénico) fueron prevalentes en mujeres con cualquier tipo de alteracion citologica. Los genotipos de PVH
16, 18, 52 y 58 estuvieron asociados a las lesiones de alto grado (NIC 11 / 111). En las lesiones de bajo grado
(NIC 1) prevalecieron todos los genotipos de bajo riesgo oncogénico (Grupo 2) y especificamente el tipo 11, de
manera mayoritaria. En las Tablas 5, 6 y 7 se muestran las asociaciones encontradas entre la infeccion por los
diferentes genotipos de PVH y las lesiones citologicas de alto y bajo grado.

Este analisis muestra un predominio de genotipos de alto riesgo oncogénico, principalmente asociados a las
lesiones de alto grado. Los datos obtenidos en investigaciones realizadas a escala global, respecto a los
genotipos circulantes en cada area geografica, reflejan que las frecuencias varian de acuerdo a las
particularidades de cada poblacion (60, 182, 183, 187).
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Tabla 5. Genotipos de PVH de alto riesgo oncogénico y resultado de la citologia cervical en muijeres entre 15 y 59 afios.

Analisis univariado.

Genotipo viral NIC | NIC I/ 111 Valor de p RP (1C 95%)
n=216 n (%) n (%)
89 (41,2) 127 (58,8)

Positivo a cualquier tipo de PVH  81(91,0) 116 (91,3) 0,000 6,42 (3,03-13,63)
0,000 7,58 (3,96-14-53)°

16 44 (49,4) 73(57,5) 0,077 1,51 (0,95-2,39)*
0,000 243 (1,62-3,66)°

18 6(6,7) 26 (20,5) 0,238° 059 (0,24-1,42)
0,000 348 (1,94-5,23)°

31 14 (15,7) 24 (18,9) 0,865° 0,88 (0,44-1,77)
0172° 1,60 (0,87-2,93)°

33 5(5,6) 2(1,6) 0,074 2,78(091-851)°
0534° 051 (0,11-2,29)°

35 222 2(16) 0,138° 4,92 (0,68-35,39)°
0,252 3,12 (043-22,37°

39 0(0) 2(15) 0,596° 0,83 (0,79-0,86)
0,638 1,55 (0,28-8,57)°

51 4(45) 4(31) 0,252 2,20 (0,66-7,31)°
0,530° 1,38 (0,41-4,57)°

52 0(0) 10(7,9) 0,224° 0,82 (0,79-0,86)
0,000° )

58 0(0) 6(4,7) 0,235 0,82 (0,79-0,86)
0,037 3,19 (1,01-10,1)°

Fuente: Modelo de recogida de informacidn, resultados de la investigacion de laboratorio y de la citologia cervical.

a: con respecto a NIC |, b: con respecto a NIC II/1il.

Tabla 6. Genotipos de PVH de bajo y de probable alto riesgo oncogénico y resultado de la citologia cervicouterina en

mujeres entre 15y 59 afios. Analisis univariado.

Genotipo viral NICI NIC 11/ 111 Valor de p RP (IC 95%)
n=216 n (%) n (%)
89 (41,2) 127 (58,8)

Genotipos de bajo riesgo oncogénico

6 28 (31,5) 26 (20,5) 0,000% 4,13 (2,39-7,14)
0,010 1,98 (1,16-337)°

1 31(34,8) 19 (15,0) 0,000 4,35 (2,56-7,40)
0,980° 0,99 (0,56-1,74)°

61 0(0) 0(0) 0,594° 0,83 (0,78-0,86)°
0,341° 0,75 (0,71-0,79)°

Genotipos de probable alto riesgo oncogénico u oncogenicidad desconocida

66 1(1) 5(3,9) 0,202 0,240 (0,031-1,866)?
1,000° 1,096 (0,359-3,349)°

70 1(1) 4(31) 0,308° 0,286 (0,036-2,252)
1,000° 0,982 (0,289-3,332)°

Fuente: Modelo de recogida de informacion, resultados de la investigacion de laboratorio y de la citologia cervical.

a: con respecto a NIC |, b: con respecto a NIC 11 /111.
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Tabla 7. Grupos de genotipos de PVH y resultado de la citologia cervicouterina en mujeres entre 15 y 59 afios.

Analisis univariado.

Grupos NICI NIC I/ 111 Valor de p RP (1C 95%)
n=216 n (%) n (%)
89 (41,2) 127 (58,8)

Grupo 1 63 (70,8) 101 (79,5) 0,000° 242 (1,48-397)
Alto Riesgo 0,000 4,71 (2,93-7,58)°
Grupo 2 35(39,3) 28(22,0) 0,000° 3,77 (2,28-6,24)
Bajo Riesgo 0,294° 1,30 (0,79-2,13)°
Grupo 3 334) 10(7,9) 0,204° 0,46 (0,13-1,55)°
Probable Alto Riesgo 0421° 1,37 (0,63-2,96)°
Grupo de 35(39,3) 55 (43,3) 0,031° 1,69 (1,05-2,72)
Infeccion Multiple 0,000° 2,26 (1,48-343)°

Fuente: Modelo de recogida de informacidn, resultados de la investigacion de laboratorio y de la citologia cervical.
a: con respecto a NIC |, b: con respecto a NIC 11 /111.

IV.1.3 Variables sociodemograficas, clinicas y epidemioldgicas asociadas con la infeccion por PVH en

poblacién femenina entre 15 y 59 afios

El andlisis de las variables asociadas a la infeccion por PVH y al desarrollo de lesiones citologicas, son

especificas en cada pais y en cada grupo de riesgo. Entre las variables que se han estudiado mas cominmente se

encuentran los factores culturales, socioeconémicos, étnicos y conductuales (188).

Tabla 8. Datos sociodemogréficos y presencia de infeccion por Papilomavirus humanos en muijeres entre 15 y 59 afios.

Analisis Univariado.

Variable PositivoaPVH  Valordep RP (IC 95%)
n (%)
Pacientes 344 (100)
Edad, mediana en afios (Cuartil) 34 (27,0-42,0) 0,014
Rangos
15-20 33(9,6) 2,17 (1,02-4,62)
21-30 108 (31,4) 2,11 (1,29-3,47)
31-40 116 (33,7) 1,31 (0,84-2,05)
>40 87 (25,3) Referencia
Nivel de escolaridad 0,025
Primaria y Secundaria Bésica 109 (31,7) 2,15 (1,27-3,65)
Preuniversitario y Técnico Medio 89 (50,9) 1,50 (0,95-2,38)
Universitario 47 (26,9) Referencia
Situacion Laboral 0,012
Profesional 50 (14,5) Referencia
Otras 294 (85,5) 1,80 (1,14-2,85)
Estado Civil 0,040
Casada 225 (65,4) Referencia
Divorciada, Soltera o Viuda 119 (34,6) 1,53 (1,02-2,29)
Consumo de cigarrillos 0,000
Si 218 (634) 4,21 (2,84-6,23)

Fuente: Modelo de recogida de informacion y resultados de la investigacién de laboratorio.
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En la Tabla 8 se observa que existe mayor probabilidad de infeccion por PVH en aquellas mujeres menores de
30 afios (RP=2,11) y aln mayor en las que tenian entre 15y 20 (RP=2,17), con un nivel de escolaridad por
debajo del nivel medio, no profesionales, sin pareja estable y consumidoras de cigarrillos. Los resultados del
presente trabajo concuerdan con los datos obtenidos en poblacion brasilefia (172, 173) y africana (179) en los
que la frecuencia de infeccion viral es elevada, similar a la detectada en la presente investigacion.

Se ha demostrado que la edad (menores de 25 afios), la situacion laboral inestable o el desempleo, el nivel de
escolaridad por debajo del nivel medio, el cambio frecuente de parejas sexuales, el inicio de la relaciones sexuales
a edades tempranas (52), el habito de fumar y el uso de anticonceptivos orales (181), son variables que se asocian a
la presencia de infeccion por PVVH y al desarrollo de lesiones cervicouterinas.

La mayoria de las investigaciones realizadas en la poblacion cubana no emplean técnicas moleculares para la
identificacion viral, por lo que las frecuencias de infeccion detectadas no son comparables con el presente
estudio. Sin embargo, si existe coincidencia con respecto a muchas de las variables asociadas a la presencia de
infeccion. Un estudio publicado por Rodriguez Gonzélez y cols. en el 2014, a partir del anélisis de citologias y
biopsias cervicales de 342 mujeres del municipio Cotorro, mostro que entre las variables estudiadas, la edad
(menos de 30 afios) y el nimero elevado de parejas sexuales (>5) estuvieron asociadas a la infeccion por PVH
(175). Otros estudios realizados en diferentes provincias de Cuba a partir del andlisis de las citologias y las
biopsias cervicales, identifican como variables asociadas a la infeccion por PVH, el cambio frecuente de parejas
sexuales, la leucorrea, la multiparidad y los antecedentes de patologias cervicales en algin momento de la vida
(189-191).

El consumo de cigarrillos se ha relacionado con una mayor carga viral de PVH-AR (192). El humo contiene
carcindgenos importantes como el Benzopireno, que se detecta en el moco cervical y también puede interactuar
con el PVH. La exposicion de las celulas del cuello uterino a altas concentraciones de esta sustancia puede
aumentar varias veces la carga viral de PVH y la morfogénesis del virion. En general, se plantea que el
Benzopireno puede modular el ciclo de vida del PVH y potenciar la persistencia viral, la carcinogénesis y la
permisividad para la progresion del cancer (193).

Existen otros factores que también se asocian con la presencia de infeccion por PVH (Tablas 9 y 10), entre los
que se reportan, la historia ginecobstétrica y los antecedentes de patologias ginecoldgicas. En el presente trabajo
el cambio frecuente de parejas sexuales y el uso de anticonceptivos orales, se asociaron a un incremento en la
prevalencia de la infeccion por PVH. Asimismo, los antecedentes de patologias cervicales en algin momento

de la vida, se asociaron a mayores frecuencias de infeccién viral.
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Tabla 9. Historia ginecobstétrica e infeccidn por Papilomavirus humanos en mujeres entre 15 y 59 afios.
Andlisis Univariado.

Variable Positivoa PVH Valor de p RP (IC 95%)
n (%)

Pacientes 344 (100)
Edad de la menarquia 0,382

<10 25(7,3) 0,64 (0,28-1,45)

10-14 282 (82,0) 0,99 (0,55-1,81)

>14 37(10,8) Referencia
Edad de las primeras relaciones sexuales 0,246

<15 21(6,) 1,60 (0,65-3,99)

15-20 289 (84,0) 1,59 (0,92-2,75)

21-30 3499 Referencia
Ciclos menstruales irregulares Si 60 (17,4) 0,562 1,16 (0,71-1,90)
Menopausia Si 47 (13,7) 0,596 1,16 (0,67-2,01)
Metrorragia Si 15(4,4) 0,496 1,16 (0,67-2,01)
Parejas sexuales referidas 0,001
en los Ultimos dos afios <2 304 (88,4) Referencia

>2 40 (11,6) 447 (1,73-11,55)
Uso del condén No 497 (95,8) 0,513 0,73 (0,28-1,89)
Uso de anticonceptivos orales 0,000
(afios) <5 295 (85,8) Referencia

>5 49 (14,2) 14,37 (3,46-59,82)
Partos 0,377

0 68(19,8) Referencia

>1 276 (80,2) 0,80 (0,50-1,30)
Leucorrea Si 95 (27,6) 0,467 1,89 (0,62-2,95)

Fuente: Modelo de recogida de informacion y resultados de la investigacion de laboratorio.

Tabla 10. Antecedentes ginecolégicos patolégicos e infeccion por Papilomavirus humanos en mujeres entre 15 y 59 afios.
Andlisis Univariado

Variable Positivo a PVH Valor de p RP IC (95%)
n (%)

Pacientes 344 (100) - -

Antecedentes de alguna cirugia cervical Si 48 (14,0) 0,005 2,68 (1,32-5,43)

Antecedentes de citologia positiva Si 141 (41,3) 0,000 3,54 (2,25-5,57)

Antecedentes de colposcopia positiva Si 149 (43,4) 0,000 5,92 (3,55-9,88)

Antecedentes de ITS Si 194 (56,4) 0,198 0,78 (0,54-1,14)

Fuente: Modelo de recogida de informacion y resultados de la investigacion de laboratorio.

Se han publicado meta-analisis (194) donde se establece la asociacion entre la infeccion por PVH y el uso de
anticonceptivos orales por periodos prolongados de tiempo. Estos resultados, apoyan varias teorias relacionadas
con los efectos carcinogénicos directos del estrdgeno y la progesterona por ejercer una regulacion positiva sobre
la expresion de los oncogenes virales y la capacidad de los estrogenos para promover el crecimiento de tumores

y la persistencia viral (195).
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En este estudio, los antecedentes de citologia o colposcopia positiva y de cirugias cervicales en algiin momento
de la vida, constituyeron variables asociadas a la infeccion viral. Aunque las mujeres incluidas en esta
investigacion tenian una citologia negativa, en los 2 afios previos, es evidente la posibilidad de reinfecciones
virales, aspecto que se relaciona con una conducta sexual de alto riesgo para contraer infecciones de transmision
sexual. Tal es el caso del cambio frecuente de parejas sexuales que se menciond anteriormente como una
variable asociada a la presencia de infeccién por PVH.

IV.1.4 Variables predictivas para la infeccién con genotipos de PVH de alto riesgo oncogénico y para el
desarrollo de las lesiones cervicales de alto grado en poblacion femenina, entre 15 y 59 afios

Para definir las variables predictivas de la infeccion con genotipos de alto riesgo oncogénico (Tabla 11) se
compararon las mujeres infectadas con dichos genotipos, con respecto a las negativas y a las infectadas por
otros genotipos de PVH (total 453 mujeres). En el caso de las variables predictivas para las lesiones de alto

grado (NIC 11/111) se analizaron las 344 mujeres positivas a PVH (Tabla 12).

Tabla 11. Variables predictivas de la infeccién por Papilomavirus humanos de alto riesgo oncogénico en mujeres entre 15
y 59 afios. Andlisis multivariado

Variable Valor de p RP ajustada (1C 95%)

n=453
Edad 0,000
15-20 Referencia
21-30 0,000 13,15 (3,48-49,61)
31-40 0,038 3,83(1,08-13,62)
>40 0,401 1,67 (0,51-5,50)
Primera relacion sexual 0,007
<15 0,004 6,11 (1,78-21,01)
15-20 0,008 2,80 (1,30-6,02)
21-30 Referencia
Uso de Anticonceptivos orales por méas de 5 afios Si 0,013 7,54 (1,53-37,09)
Menarquia 0,040
<10 0,629 1,33 (0,41-4,22)
10-14 0,025 2,76 (1,14-6,71)
>14 Referencia
Antecedentes de citologia positiva Si 0,000 4,64 (2,50-8,62)
Consumo de cigarrillos Si 0,000 38,84 (16,46-91,62)
Antecedentes de colposcopia positiva Si 0,000 4,38 (1,98-9,72)

Fuente: Modelo de recogida de informacion y resultados de la investigacion de laboratorio.

Como se observa en la Tabla 11, el grupo de mujeres entre 21 y 30 afios, presentaron la mayor prevalencia de
infeccion con genotipos oncogénicos. El inicio de las relaciones sexuales antes de los 15 afios, la primera
menstruacion entre los 10 y 14 afios, el consumo de anticonceptivos orales por méas de cinco afios, el consumo
de cigarrillos y los antecedentes de alteraciones citoldgicas también representaron variables predictivas para la

infeccion con estos genotipos. La infeccion por PVH-AR se comporta de manera similar a lo que se ha descrito
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en la literatura (108, 194). Las investigaciones sobre este tema destacan que los factores descritos anteriormente
se asocian a las infecciones persistentes con genotipos oncogénicos, de las cuales, un 75% progresa a lesiones
precursoras 0 a CC (108).

Las variables predictivas para la infeccion por PVH-AR, que se reportan en este trabajo, también se reportan en
en mujeres de diferentes origenes geograficos. Estos hallazgos se demostraron por Vinodhini y cols. en el afio
2012 mediante la compilacion de 280 estudios en mujeres de diferentes continentes (194).

Confortini y cols. en el 2010 (196), realizaron una investigacion en ltalia donde incluyeron mujeres jovenes,
entre 18 y 24 afios. Encontraron una alta prevalencia de infeccién por PVH, fundamentalmente de alto riesgo
oncogénico. Las jovenes fueron seguidas por un periodo de tres afios y casi un 30% evoluciond hacia alguna
lesion citoldgica. Este estudio demuestra la importancia de la deteccion de PVH-AR en muijeres jovenes, y
justifica la aplicacién de la vacunacion en edades tempranas. Se han obtenido resultados similares a partir de
investigaciones realizadas en paises tanto europeos (197), africanos (198) como latinoamericanos (180). Los
datos obtenidos en diferentes latitudes demuestran que las conductas sexuales de riesgo y el inicio cada vez méas
temprano de las relaciones sexuales conllevan a la introduccion de medidas de prevencion mas eficaces.

En esta investigacion, se determinaron también como variables predictivas de la infeccién por PVH-AR, el uso
de anticonceptivos orales por un periodo mayor de cinco afios, el consumo de cigarrillos y los antecedentes de
citologias y colposcopia positivas. Se han publicado numerosos estudios, incluso compilaciones de datos a
escala global (194), donde se detecta un riesgo incrementado para adquirir la infeccion por PVH-AR y CC en
las muijeres que usan anticonceptivos orales por periodos prolongados. Tales teorias se sustentan, como se ha
dicho anteriormente, en los efectos carcinogénicos del estrégeno y la progesterona y en su capacidad para
promover la persistencia viral (195, 199). EI consumo de cigarrillos, como se discutié anteriormente, se
relaciona con los valores elevados de la carga viral de PVH y aumenta el riesgo de progresion al cancer
cervicouterino (193).

Los antecedentes de citologia y colposcopia positivas constituyeron variables predictivas de la infeccion con
PVH-AR. Estas técnicas identifican los signos de la enfermedad, sin embargo, las mujeres incluidas en esta
investigacion no tenian citologias positivas, en un periodo de dos afios previos a la toma de las muestras.

Existen evidencias de la relacion directa entre los resultados de la citologia y la colposcopia, tanto para lesiones
de bajo grado como de alto grado (200). No obstante, el analisis de los resultados de la colposcopia es
controversial en la literatura. Algunos investigadores consideran que este es un método muy sensible para la
identificacion de las infecciones por PVH-AR, de acuerdo a las caracteristicas de las lesiones que provocan en
la zona de transformacion escamo-columnar (201). Sin embargo, otras investigaciones evidencian que si bien el
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patron colposcdpico y el tamafio de la lesion no constituyen elementos que indiquen progresion, el incremento
en la gravedad del patron colposcdpico en el tiempo, puede considerarse un indicador del incremento de la
malignidad (202, 203).

En muchas regiones del planeta se ha analizado la edad a la que se detectan las infecciones virales, las lesiones
de alto grado y el CC. Esta variable define la aplicacién y el cronograma de los programas de pesquisa,
prevencion y control, establecidos por los ministerios de salud. EI consenso general establece que existe un pico
de prevalencia de la infeccion por PVH, posterior a las primeras exposiciones al virus durante el inicio de las
relaciones sexuales. Como la gran parte de estas infecciones son transitorias, en un segundo momento se
produce un decremento de la prevalencia, precedido por otro pico de prevalencia en la etapa perimenopausica.
Solo las infecciones persistentes perduran en el tiempo, asi que a partir de los 30 afios se produce un incremento,
casi exponencial, en la incidencia de las lesiones precursoras del CC precedido por una etapa de meseta. De ahi
que los programas de pesquisa comiencen generalmente a partir de los 20 o 25 afios (107, 108).

Como se observa en la Tabla 12, en la poblacion estudiada, las lesiones de alto grado aparecen de manera
significativa antes de los 30 afios y principalmente antes de los 20 afios. Estos resultados no se corresponden con

lo que se ha descrito en la gran parte de los meta-analisis (108).

Tabla 12. Variables predictivas para las lesiones de alto grado en mujeres entre 15y 59 afios. Anélisis multivariado.

Variable Valor de p RP ajustada (1C 95%)
n=344
Edad 0,000
15-20 0,000 41,41 (16,49-104,02)
21-30 0,000 16,48 (5,10-53,27)
31-40 0,000 8,62 (4,03-18,63)
>40 Referencia
Partos >1 0,000 4,65 (2,02-10,71)
Leucorrea Si 0,004 2,64 (1,35-1,15)
Consumo de cigarrillos Si 0,000 8,44 (4,59-15,51)

Fuente: Modelo de recogida de informacion y resultados de la investigacion de laboratorio.

Las mujeres menores de 20 afios no estan incluidas en el universo del Programa de Diagnostico Precoz del
Céncer de Cuello del Utero en Cuba (8), que comienza la pesquisa a partir de los 25 afios.

Se conoce que aproximadamente entre un 80% Yy un 90% de las lesiones pueden ser resueltas por el sistema
inmune en las mujeres jovenes, pero resulta esencial conocer la prevalencia de los genotipos oncogénicos que
desarrollan las infecciones persistentes. Estas infecciones son las que pueden conllevar a las lesiones de alto
grado antes de los 25 afios, que es donde ocurre la intervencion del programa nacional de prevencion del CC en
Cuba.
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En adolescentes cubanas se han realizado algunos estudios para identificar, mediante analisis citologicos,
histologicos y colposcopicos, tanto lesiones cervicales como signos de infeccion por PVH. En estudios
realizados por Tamayo Lien y cols. (204) en La Habana y por Puente Perpifian y colaboradores (205) en
Santiago de Cuba, se demostrd que entre los factores de riesgo asociados con la infeccidn por PVH, se encontr6
el inicio de las relaciones sexuales desprotegidas antes de los 16 afios y tener dos 0 mas parejas sexuales en los
ultimos 6 meses. La identificacion de signos clinicos de infeccion viral tuvo una mayor incidencia en las
pacientes de 18 a 20 afios. Aunque en estos estudios no se identificaron los genotipos virales por técnicas
moleculares, ni aparecieron lesiones de alto grado, si se observd la presencia de lesiones de bajo grado. Sin
embargo, en una investigacion realizada por Montané Céspedes (206) en el municipio Boyeros durante el
periodo 2004-2006 a 297 mujeres con mas de 15 afios de edad, se detectaron lesiones de alto grado y CIS en las
mujeres menores de 25 afos.

Es importante el anlisis de estos hallazgos para profundizar en el estudio de estos grupos etarios. Seria
oportuno realizar un estudio mucho méas amplio en muijeres jovenes, particularmente con edades entre 15 y 25
anos, para definir la presencia de genotipos oncogenicos de PVH, las infecciones virales persistentes y como se
comporta este fenébmeno en la poblacion femenina cubana entre estas edades.

En el presente estudio, la leucorrea resultd otra variable predictora para el desarrollo de las lesiones de alto
grado. Este sintoma se considera, por varios autores, como un hallazgo ginecoldgico, asociado a la progresion
de las lesiones intraepiteliales cervicales (207). La leucorrea puede deberse a los cambios que van ocurriendo
en las células del epitelio cervical, debido tanto a la infeccién viral per se, como a los cambios morfolégicos
asociados a la transformacion celular (207).

Otra variable predictora para el desarrollo de lesiones de alto grado fue el consumo de cigarrillos, que ya se
discutio previamente, por ser uno de los agentes carcinogénicos mas potentes; que se asocia con la aparicion de
las lesiones malignas y potencia el desarrollo de las mismas (208).

Finalmente, se identificd el nimero de partos como un factor para la aparicién de alteraciones premalignas.
Desde 1986 ya se habia descrito, este factor de riesgo asociado con el desarrollo del CC, en la poblacion cubana
(209). Este mismo fendmeno se estudié en Estados Unidos (210) e Inglaterra (211) y también resulté un factor
de riesgo para la aparicion y el desarrollo de las lesiones precursoras del CC en poblaciones similares.

Durante el siglo XIX, los resultados obtenidos en varios estudios indican que los eventos reproductivos han
estado involucrados en el desarrollo del CC. La infeccion por PVH 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 (212).
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Es esencial la informacion sobre los genotipos de PVH circulantes en mujeres sexualmente activas, entre 15y
59 afios, pues abarca un amplio rango de edades. Esta investigacion, realizada en mujeres entre estos grupos
etarios, residentes en cuatro municipios de La Habana, permitié identificar la frecuencia de infeccion y los
genotipos de PVH circulantes en mayor proporcion, asi como su asociacion con los resultados de la citologia
cervical. Ademas, permitio identificar las variables predictoras para la infeccion viral y para el desarrollo de las
lesiones precursoras del CC en esta poblacion.

Estos resultados también promueven el desarrollo de investigaciones en otros grupos de riesgo, como es el caso
de las mujeres donde las infecciones persistentes con genotipos oncogenicos de PVH, conducen a la aparicion
de las lesiones precursoras y CC con una frecuencia mas elevada. Este es el caso de las mujeres mayores de 30
anos, principalmente las que presentan antecedentes de citologias positivas.

IV.2 Frecuencia de genotipos de PVH, carga viral y factores de riesgo asociados con la presencia de
lesiones intraepiteliales cervicales de alto grado, bajo grado y cancer en mujeres mayores de 30 afios

En este estudio se utilizaron dos métodos combinados que se realizaron en paralelo a todas las muestras clinicas
para identificar la frecuencia de infeccion por PVH y lograr el genotipado: la RCP-TR implementada en el
Laboratorio de ITS del Departamento de Virologia del IPK y un protocolo de secuenciacion nucleotidica. El
segundo meétodo se realizd a partir de fragmentos de ADN amplificados de mediante RCP cualitativa para la
deteccion de los genotipos de PVVH que no estan incluidos en la RCP-TR y completar la tipificacion viral.

IV.2.1 Implementacion de la RCP-TR para la deteccion de PVH. Confeccion de las curvas estdndares

Para la implementacion de la RCP-TR se disefiaron y obtuvieron dos curvas estandares: una para PVH 16,
donde se utiliz6 ADNg de la linea celular SiHa y una para PVH 18, en la que se emple6 ADNg de la linea
celular HeLa (Figuras 6y 7).

Las curvas estandares mostraron una buena correlacion lineal (r= 0,99) con valores bajos de error a lo largo de
cinco y seis magnitudes de concentracién de ADNg diana para PVH 16 y 18, respectivamente. Con esto se
demuestra la confiabilidad de los dos ADNg estdndares obtenidos y su utilidad para emplearse en la
cuantificacion de PVVH en diferentes muestras clinicas.

Cuando se evalud el limite inferior de deteccion del sistema de RCP-TR normalizado, se detectaron hasta 10
copias de PVH 16 y PVH 18 en las tres réplicas de esta dilucién. La RCP-TR implementada fue especifica
entre los diferentes genotipos de PVH, pues no se obtuvieron amplificaciones para otros genotipos que no

coincidieran con los que se habian identificado mediante RCP cualitativa y la secuenciacion nucleotidica.
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Figura 6. Curva estandar construida para PVH 16 a partir del ADN gendmico de la linea celular SiHa donde se

establecio un limite de deteccion de 10 copias en la dilucién minima.
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Figura 7. Curva estandar construida para PVH 18 a partir del ADN genomico de la linea celular HeL.a donde se

establecid un limite de deteccion de 10 copias en la dilucién minima.

Este método no mostro reactividad cruzada para PVH 16 y 18 entre las dos lineas celulares empleadas.

Ademas, también fue especifica pues no se detectd un incremento por encima del umbral de fluorescencia

cuando se analizé frente a otros agentes virales no relacionados genéticamente.
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En la presente investigacion, la curva estandar obtenida para PVH 16 se utilizo para cuantificar los genotipos
relacionados genéticamente como PVH 31, 33y 58.

Por otra parte, la curva estandar de PVVH 18 se extrapol6 para cuantificar la carga viral de PVH 45, por la
estrecha relacion filogenética entre ambos genotipos. Aunque muchos autores plantean la necesidad de
confeccionar curvas estandares para cada genotipo (168, 213), en algunas investigaciones se utilizan, con
buenos resultados, las curvas de PVH 16 y 18 para cuantificar los genotipos relacionados filogenéticamente por
la similitud de sus secuencias nucleotidicas (162).

Uno de los pasos fundamentales para lograr la puesta en marcha de la RCP-TR es la obtencion de los productos
estandares. Hasta el momento no se cuenta con ADN estandares universales que permitan normalizar este
sistema. Es por ello que la inmensa mayoria de los ensayos que se han disefiado, se implementan en los
laboratorios de diagndstico con estandares producidos en ellos y se les reconoce en la literatura como RCP-TR
caseros (214). De esta forma, los dos productos que se obtuvieron, representan una importante fuente
reproducible de ADN estandar para la puesta en marcha de la RCP-TR en el laboratorio de ITS del IPK, en
Cuba.

Al comparar los diferentes parametros de las curvas estandares construidas, con los obtenidos por los autores del
protocolo original (162) se encontrd que los valores relacionados con la eficiencia de la reaccion y el coeficiente
de regresion alcanzados en este trabajo se encuentran dentro de los valores aceptables, teniendo en cuenta que se
modificaron varios marcajes en las sondas y se introdujeron variaciones en la plataforma empleada. Se han
publicado diversos métodos de RCP-TR en los que se normaliza el sistema para la deteccion y cuantificacion de
diferentes genotipos de PVH (168). Recientemente se reportd un estudio donde los limites minimos de
deteccidn oscilan desde 44 hasta 700 copias para 15 genotipos de PVH-AR y cinco genotipos de PVH-BR, con
la limitante de que este método solo discrimina en dos grupos de PVH de alto o bajo riesgo (213). En otro
estudio para la deteccién y cuantificacion de PVH 6, 11, 16 y 18 si fue posible discriminar entre genotipos,
aunque el limite minimo de deteccion fue de 100 copias (168). En el presente estudio, las curvas estandares para
PVH 16 y PVH 18, permitieron detectar un nimero minimo de 10 copias de ADN de secuencias diana, para
ambos genotipos.

La utilidad de las curvas estandares y del sistema de deteccion viral implementado para cuantificar PVH 16, 18,
31, 33, 45y 58 se comprobd en las 40 muestras clinicas conocidas, previamente genotipadas por secuenciacion

nucleotidica, donde hubo una coincidencia del 100% en los genotipos identificados por ambos métodos.
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IV.2.2 Aplicacion de la RCP-TR a las muestras clinicas

Al aplicar esta metodologia a las 322 muestras, se obtuvo un 69,8% de positividad (225/322) por este método
que detecta seis de los genotipos de mayor relevancia clinica a nivel mundial (PVH 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58).
Se pudo cuantificar la carga viral de todas las muestras clinicas positivas a PVH. Este aspecto ser analizado
més adelante.

La RCP cualitativa con cebadores degenerados ha constituido el sistema de referencia para la deteccion de PVH
durante varias décadas. Esta técnica comunmente se combina con diversos métodos de hibridacion de los
productos amplificados para lograr el genotipado, por lo que el procedimiento resulta laborioso y relativamente
largo, aunque se consideran con un alto nivel de reproducibilidad y elevada sensibilidad (168). Sin embargo, los
ensayos de RCP-TR son rapidos, sensibles y mucho menos laboriosos, ademas de que permiten no solo el
genotipado, sino también la cuantificacidn de la carga viral. Un aspecto que limita el uso de la RCP-TR en su
modalidad de ensayo multiple es el hecho de que no resultan muy eficientes en la deteccion de coinfecciones
con mas de tres genotipos, pues los estudios inter-laboratorios reflejan estas diferencias (215). Este
inconveniente se soluciona al disefiar ensayos multiples, donde no se detecten mas de tres genotipos en una
misma mezcla de reaccion, como se refiere en el protocolo original en el que se sustenta la presente
investigacion (162).

1V.2.3 Secuenciacion nucleotidica y andlisis filogenético

Los resultados obtenidos mediante el analisis filogenético de las secuencias de PVH a partir de las muestras
clinicas (Figura 8), coincidieron con los resultados obtenidos por la RCP-TR implementada en todos los casos.
Mediante la secuenciacion nucleotidica se obtuvieron, por primera vez, secuencias de PVH a partir de muestras
de origen cubano (nimeros de acceso del KC991237 al KC991292) que se publicaron en la base de datos para
genes GenBank (wwwi//ncbi.nih.gov). Esta metodologia permitio identificar los genotipos mayoritarios en un
30% de los casos analizados (97/322). Ademas, permitio tipificar gran parte de las muestras que no se
detectaron mediante la RCP-TR implementada, asi como confirmar otras por ambos métodos.

En algunos estudios que emplean la secuenciacion nucleotidica para la tipificacion de PVH se demuestra que el
uso de esta metodologia por si sola, no constituye una técnica apropiada para este fin, porque no detecta
infecciones multiples y solo identifica adecuadamente los genotipos mayoritarios. Se sugiere combinarla o
utilizarla como un complemento, en algoritmos diagnosticos o en estudios poblacionales. Se han realizado
estudios comparativos entre la secuenciacion nucleotidica y la RCP tipo-especifica y se ha podido demostrar

una serie de ventajas con el uso de ambas técnicas combinadas, lo que resulta una mejor estrategia (123, 216).
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Papilomavirus humanos obtenidas de muestras cubanas.

IV.2.4 Frecuencia de infeccién por PVH en mujeres mayores de 30 afios. Relacion con el resultado de la
citologia confirmatoria

Empleando ambos métodos: RCP-TR 'y secuenciacion nucleotidica, se obtuvo una positividad a PVH del
76,1% (245/322) y se identificaron 34 genotipos diferentes con un predominio de genotipos de alto riesgo
oncogeénico. La infeccidn viral se detectd en 94,3% (199/211) de las mujeres con citologia positiva confirmada
y en 41,4% (46/111) de los casos negativos (Figura 9) con diferencias altamente significativas entre los dos
grupos. Los resultados mostraron una probabilidad 23 veces mayor de que las mujeres con citologia positiva
estuvieran infectadas con PVH (p=0,0000; OR=23,43 IC 95% 11,70-46,92).

El CC es la segunda causa de tumores malignos en el sexo femenino en todo el mundo y representa un
problema de salud en algunos paises de Africa como Zimbabue y Tanzania. También en América Latina,
principalmente en Nicaragua y El Salvador (217, 218). Las tasas de incidencia méximas para estos dos
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continentes oscilan desde 20 hasta 41,7 por 100,000. En el caso de paises como Haiti, Brasil, Ecuador y México
las tasas de mortalidad mas altas promedian 12 por 100,000 (217).
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Figura 9. Relacion entre la clasificacion citoldgica y la infeccion por PVH en mujeres mayores de 30 afios.

Aunque las frecuencias de infeccion por PVH como causantes del CC varian segun las areas geogréficas y
dependiendo de las caracteristicas individuales de cada poblacion, los resultados del presente trabajo son
similares a los encontrados en poblaciones brasilefias y africanas. También son semejantes a los que se publican
en algunos estudios realizados en poblaciones argentinas donde las frecuencias de infeccion por PVH que se
observan en las lesiones de alto grado y en el CC sobrepasan un 90% (171, 174, 219).

En la Figura 10 pueden observarse las frecuencias de infeccion por PVH, segun el tipo de lesion citolégica. El
porcentaje de infeccion por PVH, en los casos con lesiones de bajo grado, fue de 77,6%, mientras que en las
citologias negativas la positividad fue de un 41,4%. Los valores obtenidos resultan elevados, segin lo que se
plantea en la literatura (8, 161, 220), donde la frecuencia de infeccion por PVH para las citologias negativas por
lo general no sobrepasa un 20% Y para las lesiones de bajo grado no supera un 50%. Este hallazgo pudiera tener
varias explicaciones, entre ellas el hecho de que todas las citologias eran positivas antes de la confirmatoria y
hay discordancia entre ambos resultados. Otro aspecto es que la elevada frecuencia de infeccion no se ajusta a

los valores reportados y esté asociada a determinadas conductas sexuales de riesgo en esta poblacion. Esto
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también pudiera deberse al hecho de que en la clasificacion citologica que se emplea en Cuba no se incluyen las

citologias atipicas.

99,2 100

00 (-
9%
80
0 7 a4
50 ¢

40
0 1
20+
0

CITOLOGIA +
CITOLOGIA -

%0 de casos positivosa PVH

Negativa Lesion deBajo  Lesion deAlto Céncer
Grado Grado

Clasificacion de la citologia cervical

Figura 10. Frecuencias de infeccién por PVH en mujeres mayores de 30 afios, segun el tipo de lesion
citologica.

Aunque este trabajo no tiene las evidencias de que las citologias atipicas hayan sido incluidas dentro de otras
clasificaciones citoldgicas, los porcentajes de infeccion por PVH detectados por las técnicas moleculares
empleadas conducen a hacer algunas reflexiones relacionadas con el sistema de clasificacion.

En este estudio se hizo una reclasificacion y se adoptd parcialmente el Sistema de Clasificacion de Bethesda
(161) que cataloga las NIC I como lesiones de bajo grado y las NIC 11 y 11l como lesiones de alto grado. Sin
embargo, no se pudo incluir la clasificacion de las citologias atipicas pues no se utiliza por los pat6logos
cubanos, al no estar concebida dentro del Programa Cubano de Diagndstico Precoz del Céancer de Cuello de
Utero (8). Seguin este programa, la presencia de coilocitos o disqueratosis en las citologias, ya son hallazgos
suficientes para clasificarlas como NIC I. Aunque las atipias citologicas no deben informarse como negativas,
pudiera inferirse que no se clasifican en una categoria independiente, posiblemente se incluyeron dentro de las
negativas, cuando las alteraciones son minimas o dentro de las NIC I, cuando los cambios citoldgicos son
aparentemente compatibles con estos casos. Sin embargo, en este estudio, este elemento es solo un hallazgo que
debe ser estudiado con mayor profundidad en futuras investigaciones, pues segun la literatura en las citologias
atipicas la frecuencia de infeccion por PVH es aproximadamente del 40%, mayoritariamente son casos con

63



Resultados y Discusion

infecciones persistentes por PVH-AR que pueden evolucionar a la malignidad en un periodo no mayor de 3
anos (221).

IV.2.5 Genotipos de PVH maés frecuentes en mujeres mayores de 30 afios y su asociacion con el grado de
las lesiones citologicas

En la Figura 11 aparecen las frecuencias porcentuales de infeccion para cada genotipo de PVVH en la poblacion
estudiada. Se detect6 un predominio de los genotipos oncogénicos, ya que un 73,9% de la poblacion (238/322)
estuvo infectada con estos virus (Grupo 1). Se identificaron 34 genotipos diferentes y los mas frecuentes fueron
los tipos de PVH 16, 18, 31, 58 y 45. Las infecciones multiples se detectaron en 27,6% de los casos positivos a
PVH (89/322) y los genotipos de bajo riesgo oncogénico constituyeron una minoria con un 7,8% de positividad
(25/322). De los casos positivos a PVH, un 97,1% (238/245) tuvo infeccion con, al menos, un genotipo de alto

riesgo oncogeénico.
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Figura 11. Genotipos de PVH identificados en mujeres mayores de 30 afios.

Los cinco genotipos mas frecuentes en esta poblacion fueron oncogénicos y los que predominaron fueron PVH 16
y 18, los cuales se incluyen en todas las formulaciones vacunales contra PVH que estan disponibles en el mercado
internacional. Los otros genotipos identificados més frecuentemente estan incluidos en la formulacion vacunal
mas reciente contra PVH aprobada por la FDA (135-137). En diferentes regiones geogréficas, los estudios

poblacionales identifican estos genotipos como los mas frecuentes en mujeres mayores de 30 afios. Tal es el caso
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de los estudios publicados en paises de Africa y América Latina como Haiti, Zimbabue, Bolivia, Ecuador,
Nicaragua y Meéxico (80, 222, 223). Investigaciones realizadas por cientificos mexicanos demostraron la
circulacién de los genotipos oncogénicos de PVH en un 80% de las lesiones de cuello uterino con colposcopia
positiva y detectaron el genoma de PVH 16 en un 50% de los carcinomas cervicales, analizados en la poblacién de
ese pais (80, 222). En Argentina (223), los valores de prevalencia obtenidos para PVH 16 demuestran el papel
causal de este agente en el desarrollo del CC. Los genotipos de PVH 16, 18, 58, 33 y otros genotipos de alto riesgo
oncogénico tienen una alta incidencia entre las muijeres con lesiones cervicales de alto grado y CC en Tailandia.
Por lo tanto, la aplicacion de la nueva generacion de vacunas en ese pais, resultaria de gran utilidad (80, 135-137,
222). En investigaciones similares realizadas en China, los estudios de prevalencia demuestran que las vacunas
profilacticas contra PVH, incluyendo los genotipos 52 y 58, pueden ofrecer una mayor proteccion a las mujeres
jOvenes en esa drea geografica (224).

Los genotipos de PVH-AR (PVH 16, 18, 31, 45 y 58) se asociaron con algun tipo de lesion citoldgica en el
presente estudio, por lo que la infeccion con estos tipos de PVH representa un riesgo incrementado para la
presencia de estas lesiones (Figura 12).
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Figura 12. Genotipos de PVH asociados a la citologia positiva en mujeres mayores de 30 afios.

Todas las pacientes con CC fueron positivas a alguno de los siguientes genotipos de PVH: PVH 16 (61,0%;
25/41), PVH 18 (29,3%); 12/41), PVH 45 (14,6%; 6/41) y PVH 58 (12,2%; 5/41). La infeccién por PVH 16 se

asocio con la presencia de lesiones cervicales de alto grado. La infeccion por PVH 18 estuvo relacionada con la
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presencia de lesiones cervicales de alto grado y con el CC. El genotipo 45 se asoci6 solo con la presencia de CC

y el genotipo 31, con las lesiones cervicales de bajo grado (Tabla 13).

Tabla 13. Genotipos de PVH y resultado de la citologia cervical en mujeres mayores de 30 afios. Analisis Univariado.

Genotipo viral Citologia Positiva Valordep OR (IC 95%)
Total Bajogrado  Altogrado  Céancer
211 (100) 49 (23,2) 121(573)  41(194)
n (%) n (%) n (%) n (%)
Positivo a cualquier 199 (94,3) 38 (77,6) 120(99,2)  41(100) 0,000° 72,96 (9,99-533,02)°
tipo de PVH 0,000° :
0000" 2343 (11,70-46,92)
16 160 (75,8) 32(65,3) 103(851)  25(61,0) 0,000° 6,26 (3,53-11,09)°
0000  579(351-9,56)
18 42 (199) 4 82 26 (215) 12 (29,3) 0,007° 2,35 (1,25-4,39)°

0004  291(1,36-6,22)°
0000° 527 (2,02-13,74)°

31 26 (12,3) 10 (20,4) 13(10,7) 3(7.3) 0020°  254(1,14-5,70)
45 10 (47) 1) 3(25) 6 (14,6) o,oooz 11,87 (3,19-44,13)
0,020
58 20(9,5) 3(6,1) 12 (9,1) 5(12,2) 0000  571(1,31-24,88)
Grupo 1 196 (92,9) 36 (735) 119(983)  41(100) 0,000° 41,00 (9,86-170,56)"
Alto Riesgo 0,000° :
0000° 2147 (11,20-41,13)°
Grupo 2 16 (7,6) 3(6.1) 10(83) 3(73)
Bajo Riesgo
Grupo3 8(39) 2(4) 3(25) 3(73)
Posible Alto Riesgo
Grupo de Infecciones 71 (33,6) 11 (22,4) 44 (33 4) 16 (39,0) 0007°  198(1,21-326)°
multiples 0001° 2,62 (1,47-4,68)°

Fuente: Modelo de recogida de informacion, resultados de la investigacion de laboratorio y de la citologia cervical.
a: con respecto a las lesiones de bajo grado; b: con respecto a las lesiones de alto grado; c: con respecto al cancer cervicouterino; d: con
respecto a tener citologia positiva de cualquier grado.

Los resultados de 423 estudios realizados internacionalmente y basados en la metodologia de RCP, demuestran
que no hay diferencias significativas en la distribucion de los genotipos oncogénicos en los casos con citologia
normal, atipica o de bajo grado. Sin embargo, la positividad a PVH 16 y a otros PVH-AR mostro un aumento
en el andlisis de las lesiones de alto grado NIC 1I/NIC 111 desde un 40% hasta 47% Y en las lesiones de NIC
I11/CC desde un 58% hasta un 63%. Los genotipos de PVH 18 y 45, se comportaron de igual manera en varios
paises analizados (225). En la mayoria de los estudios, la contribucion sustancial de los genotipos de PVH-AR
al desarrollo de las lesiones de alto grado y al CC representan aproximadamente un 90% de los casos (135-137).
En el presente trabajo, las infecciones multiples con PVH se identificaron en 36,3% (89/245) de las mujeres
infectadas. Todas las pacientes con infecciones multiples tuvieron, al menos, un genotipo de alto riesgo
oncogénico. De las pacientes con infecciones multiples, un 55,1% (49/89) estuvo infectada con dos tipos, un
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25,8% (23/89) con tres tipos, y un 19,1% (17/89) se infectd con mas de tres tipos de PVH. La combinacion mas
comun de infecciones multiples fue PVH 16 y 18 (13,9%); 34/245), seguido por la combinacion PVH 16 y 31
(9%; 22/ 245). En este estudio se observd asociacion entre las infecciones maltiples y las lesiones cervicales de
alto grado (p=0,007). Algunos estudios proporcionan informacién acerca de que las mujeres con infecciones
multiples por PVH tienen un riesgo mayor de desarrollar lesiones precursoras del CC, especificamente en los
casos donde se detectan genotipos que a la vez tienen cargas virales elevadas (>1000 copias/jL) (226, 227).

Los estudios de prevalencia de PVH utilizando métodos de genotipado de amplio espectro demuestran que las
infecciones multiples suelen ser muy comunes, especialmente en las mujeres mas jovenes, en el pico de su
actividad sexual (228). Esto dificulta conocer la contribucion de los genotipos individuales a los estadios de las
lesiones cervicales. Hasta el momento, esta dificultad se ha abordado atribuyendo la contribucion de cada
genotipo al desarrollo de las lesiones de forma jerarquica, basandose en la prevalencia definida para cada
genotipo en el CC.

IV.2.6 Variables sociodemograéficas, clinicas y epidemioldgicas asociadas con la infeccion por PVH en
mujeres mayores de 30 afios

Existen varios factores que se asocian con el riesgo de tener una infeccién por PVH y con los diferentes grados
de anomalias cervicales, sobre todo en mujeres mayores de 30 afios, donde las infecciones persistentes
evolucionan hacia las lesiones precursoras del CC. Entre ellos estan: tener un nimero mayor de parejas sexuales
en cortos periodos (52, 181), inicio temprano de la primera relacién sexual, el tabaquismo y el uso de
anticonceptivos orales. También se asocia el origen étnico con las variantes virales, segun la regién geogréfica;
el bajo nivel de escolaridad, el consumo de alcohol, tener antecedentes de infecciones de transmision sexual; el
habito de no usar conddn y el uso de dispositivos intrauterinos como método anticonceptivo, aunque este Gltimo
no ha sido demostrado de manera categdrica (181, 229).

Segun los resultados obtenidos (Tabla 14), existe un mayor riesgo de infeccién por PVH en aquellas mujeres
con un nivel de escolaridad por debajo del nivel universitario y consumidoras de cigarrillos y alcohol. Estos
resultados estan en concordancia con lo que se ha planteado en la mayoria de los estudios publicados a escala
global (194). El bajo nivel de escolaridad se asocia a un incremento en el riesgo de infeccion por PVH. Esto se
explica porque el bajo nivel de instruccion puede conducir a practicas sexuales de riesgo, como el cambio

frecuente de parejas y el rechazo al uso del condén (230).
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Tabla 14. Datos sociodemogréaficos e infeccién por Papilomavirus humanos en mujeres mayores de 30 afios.
Andlisis Univariado.

Variable PositvoaPVH  Valordep OR (IC 95%)

n (%)
Pacientes 245 (100)
Edad, mediana en afios 40,0 395
(Cuartil) (35,0-45,0) (35,0-45,0)
Edad (afios) 0,367
30-40 132(53,9) Referencia
>41 113 (46,1) 1,27 (0,76-2-14)
Nivel de escolaridad 0,000
Primaria y Secundaria Béasica 56 (22,9) 9,24 (3,06-27,9)
Preuniversitario y Técnico Medio 139 (56,7) 2,29 (1,31-4,03)
Universitario 50 (20,4) Referencia
Estado Civil 0,287
Casada 169 (69,0) Referencia
Divorciada, Soltera o Viuda 76 (31,0) 1,37(0,77-2,5)
Consumo de cigarrillos y/o 0,026
alcohol Si 69 (28,2) 2,12 (1,08-4,17)

Fuente: Modelo de recogida de informacion y resultados de la investigacién de laboratorio.

El alcoholismo y el tabaquismo son los habitos toxicos mas ampliamente estudiados por su asociacion con la
infeccion por PVH, la persistencia viral y la evolucion al cancer cervicouterino (194). En este estudio, las mujeres
que consumian alcohol y/o cigarrillos en el momento de la toma de las muestras presentaron un riesgo de
infeccion por PVH significativamente mayor. Con respecto al consumo de alcohol, una explicacion plausible es
que el estado de embriaguez puede modificar el comportamiento del individuo y promover las practicas sexuales
de riesgo y el no uso del condén. Sin embargo, los datos de la literatura con respecto a la posible relacion entre el
consumo de alcohol y la infeccion por PVH son contradictorios. Estudios realizados previamente en Coreay en un
grupo de paises latinoamericanos mostraron que hay una asociacion significativa entre el consumo de alcohol y un
mayor riesgo de infeccién por PVH, NIC | y CC, mientras que en otros realizados en China no se encontro
ninguna relacion (231, 232).

El consumo de cigarrillos se relaciona con la presencia de mayor carga de ADN de PVH (192). Los meta-
analisis a partir de varios estudios epidemioldgicos sugieren que la exposicion al humo del cigarrillo es capaz de
aumentar el estrés oxidativo y podria ser responsable de un mayor riesgo de cancer de cuello uterino en las
fumadoras, sobre todo en las que sobrepasan los 30 afios y comenzaron con este habito desde la adolescencia
(208, 233). Las lesiones precursoras del CC, que son consecuencia de la infeccion persistente por PVH, en

general se eliminan en ausencia de factores de riesgo como el tabaquismo (208).
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Segun los resultados de la Tabla 15, la menopausia y el uso de anticonceptivos orales por mas de cinco afos

constituyeron factores de riesgo para la infeccion por PVH. Algunos autores han estudiado la menopausia como

una variable asociada a la infeccién con genotipos persistentes de PVH (234, 235). Sin embargo, otros autores

plantean que estos resultados pudieran estar sesgados por el empleo de terapias de remplazo hormonal, durante

esta etapa de la vida. Como es conocido, las terapias de remplazo hormonal involucran hormonas sexuales

esteroideas, que segun varios estudios, se asocian a la carcinogénesis in vitro (236). No obstante, no esta

demostrado que la terapia hormonal de remplazo tenga un efecto de iniciacion en la patogénesis del cancer

dependiente de estrogenos. Se plantea la necesidad de estudios in vivo que resulten concluyentes para asociar los

cambios menopausicos al riesgo de infeccion por PVH-AR vy al desarrollo de los tumores inducidos por estos

agentes.

Tabla 15. Datos ginecobstétricos e infeccidn por Papilomavirus humanos en mujeres mayores de 30 afios.

Analisis Univariado.

Variable PosivoaPVH  Valordep  OR(IC 95%)
n (%)
Pacientes 245 (100) - -
Edad de la menarquia 0,164
<10 26 (10,6) 0,24 (0,05-1,20)
10-14 197 (80,4) 0,28 (0,06-1,20)
>14 22 (9,0) Referencia
Edad de las primeras relaciones sexuales 0,564
<15 26 (10,6) 1,73 (0,51-5,86)
15-20 192 (78,4) 1,02 (0,45-2,28)
21-30 27 (11,0 Referencia
Menopausia Si 38(155) 0,042 2,64 (1,00-6-98)
Metrorragia Si 21(8,6) 0,076 3,52 (0,81-15,35)
Parejas sexuales referidas 0,109
en los Ultimos dos afios 2 231(94,3) Referencia
>2 14(5,7) 4,61 (0,60-35,61)
Uso del condén No 238(97,1) 0,904 0,91 (0,18-4,46)
Usode DIU No 124(50,6) 0,687 1,11 (0,67-1,86)
Uso de anticonceptivos orales 0,000
(afios) 0 150 (61.2) Referencia
<5 17 (6,9) 0.94 (0.56-1.59)
>5 78 (31,8) 6,53 (2,45-17,44)
Embarazos 0427
0 15(6,1) Referencia
1-2 84 (34,3) 0,76 (0,20-2,87)
>3 146 (59,6) 0,56 (0,16-2,02)
Partos 0,307
0 15(6,2) Referencia
1-2 84(34,3) 0,74 (0,34-1,62)
>3 146 (59,6) 1,49 (0,45-4,95)
Leucorrea Si 98 (40,0) 0,968 0,99 (0,59-1,67)

Fuente: Modelo de recogida de informacion y resultados de la investigacién de laboratorio.
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El uso de anticonceptivos orales ya se ha discutido en la presente investigacion, cuando se investigo el grupo de
mujeres entre 15 y 59 afios, como uno de los principales factores de riesgo para la adquisicion de infecciones
por genotipos oncogénicos de PVH. En este grupo de mujeres mayores de 30 afios, esta variable también se
comport6 como un factor de riesgo para la infeccion viral.

Los antecedentes de citologia positiva en algin momento anterior al estudio y una colposcopia positiva en el
momento del mismo constituyeron factores de riesgo para la infeccién por PVH (Tabla 16). Estas son las
técnicas que identifican los signos de la enfermedad y que evidencian la persistencia viral (237). De esta forma
se pudiera considerar que en este grupo de mujeres mayores de 30 afios, las infecciones persistentes ya han
mostrado signos patolégicos de una infeccidn persistente, aunque no existen datos de una deteccién anterior del

mismo genotipo de PVH.

Tabla 16. Antecedentes ginecoldgicos patol6gicos e infeccion por Papilomavirus humanos en mujeres mayores de 30
anos. Analisis Univariado.

Variable PositvoaPVH Valordep  OR (IC 95%)

n (%)
Pacientes 245 (100) - -
Antecedentes de alguna cirugia cervical Si 26 (10,6) 0,285 1,71 (0,63-4,62)
Antecedentes de citologia positiva Si 189 (77,1) 0,000 5,91 (3,40-10,26)
Colposcopia positiva Si 142 (58) 0,000 8,90 (4,34-18,35)
Antecedentes de ITS Si 194 (56,4) 0,604 1,15(0,68-1,92)

Fuente: Modelo de recogida de informacion y resultados de la investigacién de laboratorio.

IVV.2.7 Predictores de riesgo para la infeccion viral y para la progresion de las lesiones cervicales en
mujeres mayores de 30 afios

En la Tabla 17, se muestran los predictores de la infeccién por PVH en este grupo de mujeres mayores de 30
anos.

Tabla 17. Predictores de riesgo para la infeccion por Papilomavirus humanos en mujeres mayores de 30 afios.
Anélisis Multivariado.

Variable Valor de p OR ajustado
n=245 (1C 95%)
Nivel de escolaridad 0,003
Primaria y Secundaria Bésica 0,001 7,55 (2,32-24,60)
Preuniversitario y Técnico Medio 0,108 1,72 (0,89-3,31)
Universitario Referencia
Colposcopia positiva Si 0,000 6,20 (2,85-13,51)
Antecedentes de citologia positiva Si 0,000 3,61 (1,90-6,93)
Consumo de cigarrillos y/o alcohol Si 0,026 244 (1,11-5,32)

Fuente: Modelo de recogida de informacion y resultados de la investigacion de laboratorio.

A modo de conclusidn, las mujeres estudiadas con bajo nivel de escolaridad, con habito de consumir cigarrillos

y/o alcohol y con antecedentes de citologias y colposcopias positivas, tuvieron el mayor riesgo de desarrollar
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infecciones por PVH. Se investigaron también los predictores de riesgo para las lesiones de alto grado. En el
analisis se incluyeron todos los casos con estas lesiones y que fueron positivos a PVH oncogénicos. Los
predictores para estas lesiones fueron los antecedentes citoldgicos positivos (p=0,000; OR=8,32 IC 95% 3,49-
19,83) y la colposcopia positiva en el momento del estudio (p=0,000; OR=6,37 IC 95% 3,12-13,01). Estas dos
variables muestran los efectos citopéaticos de las infecciones virales persistentes con genotipos oncogénicos. Es
por ello que muchos autores plantean que la carga viral de los genotipos oncogénicos constituye un buen
predictor del CC (238-240), fundamentalmente en las etapas premalignas (NIC 11y NIC 11I).

IV.2.8 Valor de la carga viral de P\VH oncogénicos en mujeres mayores de 30 afios

Investigaciones realizadas en diferentes areas geograficas, evidencian la relacion entre los valores de la carga
viral de PVH-AR y el grado de las lesiones. La carga viral se considera un marcador de progresion y severidad
en la evolucion de las mismas, lo cual aporta un criterio con valor prondstico para la enfermedad (238). Los
resultados de esta asociacion en la poblacion estudiada en la presente investigacion pueden observarse en la
Figura 13 y demuestran un mayor riesgo de padecer lesiones cervicales de alto grado y cancer cuando es mayor

el valor de la carga viral de PVH.
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Figura 13. Asociacion entre los valores de la carga viral y el grado de las lesiones citoldgicas en mujeres
mayores de 30 afios.
En poblaciones de diversos origenes geograficos como China, Colombia, Estados Unidos e Italia se pudo
definir que mediante la determinacion de la carga viral de PVH, es posible pronosticar la progresion de la
lesiones NIC 1l en mujeres mayores de 35 afios, pues la colposcopia y la citologia no constituyen métodos lo
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suficientemente sensibles y objetivos para este proposito (238). Incluso se propone utilizar la carga viral como
una posible alternativa dentro de los métodos de pesquisa del CC en China. Esta consideracion es Util también
para aplicarse a las mujeres mas jovenes ya que la carga viral de PVH-AR, con valores de moderados a altos
(por encima de 1000 copias/piL de ADN), constituye uno de los factores virales que incrementa el riesgo para
desarrollar CC en mujeres con NIC 11'y NIC 111 (238).

De acuerdo a los resultados del presente estudio, los mayores valores de carga viral de los genotipos de PVH 16,

18 y 58 se asociaron (p< 0,01) con un mayor grado de las lesiones citologicas (Figura 14 A, By C).

A Carga viral de PVH 16 B Carga viral de PVH 18 C Carga viral PVH 58

=0.0175
. p<0,0001 . . p<0,0001 . o0y | p=0.0173 .
340 7 1 3dufrry ¥ 1
3 el 2 100105
E 101004 S 101005 i =
: v =
= = @ 044
£ 3ax100] £ 331004 £ 33q0
= = B
s o £ 01002
T 4.0x10% T 100400 § 1A%
s z et
o B ] s 1
T 320107 ® 32x0 - S 3207
” 100 : ; : : ” 1.0x0m # Ak ' T T
- - 5 - - > (s <)
& & % & 8 e S & & o » &
s v kd r & } o - o A% »* o
& » M & & M Y Nl @‘*"’P * ¢
LAG: Lesiéln d_?f_AIto_Gra?jo la citol _LB?: Lesion de Bajo Grado
. Clasificacion de la citologia cervica .
MciToLoGia+ g M cITOLOGIA -

Figura 14. Relacion entre los valores de la carga viral de PVH 16 (A), PVH 18 (B) y PVH 58 (C) y el grado de

las lesiones citoldgicas.

Estudios realizados en Italia demostraron el valor pronostico de los niveles de carga viral en los casos con
citologias atipicas infectados con genotipos oncogénicos. Observaron que el incremento en el tiempo en los
valores de carga viral constituyd un marcador de progresion a NIC II/NIC IIl. Este indicador les result6
aplicable también para los casos positivos a PVH-AR con citologias atipicas de bajo grado (241). Otro estudio
reciente realizado en México también demostré el valor de la carga viral, como un marcador de progresion de
las lesiones de alto grado NIC II/NIC 111 hacia el CC (242).

Se han publicado investigaciones realizadas en diversas areas geograficas tales como Espafia, Brasil y Kuwait,
donde se evalud el significado de los valores de la carga viral para los genotipos de PVH maés frecuentes en esas

poblaciones. Sus resultados mostraron evidencias del valor de este marcador en el pronéstico y seguimiento de
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cada uno de los genotipos identificados, incluso en el seguimiento post conizacion de las pacientes tratadas por
lesiones de alto grado y carcinoma in situ (243).

En el presente estudio, para el caso de PVH 16, se obtuvieron diferencias altamente significativas (p<0,0001)
cuando se compararon las mujeres con citologias positivas e infectadas por el virus, con las que tenian citologias
negativas. También se estableci6 asociacion cuando se compararon las lesiones de bajo grado con las de alto
grado y CC. Ademas, los casos con lesiones de alto grado mostraron estas mismas diferencias cuando se
compararon con los casos de CC.

Algunos autores plantean que como el genotipo de PVH 16 tiene una prevalencia elevada en la mayor parte de
las poblaciones de riesgo y predomina tanto en los casos con citologias de bajo grado como en las de alto grado,
esto implica que no siempre la carga viral se identifica como un marcador de severidad o progresion (244). Sin
embargo, en estudios prospectivos se ha podido determinar que la disminucion en la carga viral de PVH 16 en
més de dos logaritmos durante dos mediciones consecutivas es un fuerte indicador de eliminacion viral para las
mujeres con infeccidn reciente y constituye un sinénimo de no recurrencia en las pacientes tratadas por
presentar lesiones precursoras de CC (245). Se puede definir el valor de la carga viral de PVH 16 como un
marcador de gran valor prondstico y de severidad, siempre que el método de cuantificacion tenga en cuenta en
el disefio los genes que definen oncogenicidad (E6/E7) o la integracion del ADN viral (E2) (246).

En esta investigacion, los valores de la carga viral de PVH 18 se asociaron con determinadas lesiones cuando se
compararon con las citologias negativas. Se encontraron diferencias significativas entre las cargas virales de los
casos con lesiones de alto grado (p=0,0006) y las mujeres con CC (p=0,0007), cuando se compararon con las
negativas. Se hallaron diferencias significativas entre las cargas virales de las mujeres con CC y aquellas con
lesiones de bajo grado (p=0,0002) o de alto grado (p=0,002). También se observaron diferencias significativas
entre los valores de la carga viral de PVH 18 entre las mujeres con lesiones de alto grado y de bajo grado
(p=0,0002). Sin embargo, la mayoria de otros estudios coinciden en que el valor de la carga viral pierde validez
en las etapas més avanzadas del CC asociado a PVH 18. Este genotipo es el mayor causante de los
adenocarcinomas, cuya evolucion no se ha visto asociada con las variaciones en los valores de la carga viral, lo
cual no ocurre cuando se analiza la infeccion por PVH 18 en los carcinomas de células escamosas (247).

Con respecto al genotipo 58, en esta investigacion se obtuvieron diferencias significativas entre las cargas
virales de las pacientes con CC (p=0,035) y con lesiones de alto grado (p=0,007), cuando se compararon con las
negativas. También se encontraron diferencias significativas entre las cargas virales de las pacientes con

lesiones de alto grado, cuando se compararon con las que presentaron lesiones de bajo grado (p=0,014).
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El valor de la carga viral de PVH 58 se ha evaluado en diversos estudios realizados en diferentes regiones como
Mexico, Amazonia y paises asiaticos, donde se encuentra una prevalencia elevada de este genotipo, tanto en la
poblacién sana como en las mujeres con lesiones precursoras y CC. Se plantea que este genotipo ha sido uno de
los candidatos més indicados para incluirse en la generacion mas reciente de vacunas contra PVVH por ser uno
de los més prevalentes luego de la inmunizacion contra PVH 16 y 18 (137). Sin embargo, la mayoria de las
investigaciones aseveran gue no se han encontrado diferencias significativas entre los valores de la carga viral
de PVH 58, cuando se comparan mujeres con lesiones cervicales de diferente grado o cuando se siguen por un
periodo de dos afios (248). Se ha podido constatar que tiene una mayor relevancia como marcador de severidad,
la presencia de variantes genéticas de PVH 58, las cuales evolucionan de manera diferente y se asocian a la
progresion al CC, con un mayor nivel de significacion (249, 250).

En los resultados de las dos investigaciones descritas anteriormente se evidencié la elevada prevalencia de
infeccion por PVH en mujeres cubanas y la importancia indiscutible de las pruebas de deteccion de PVH vy el
monitoreo de la carga viral.

En los dos grupos de mujeres analizadas anteriormente en el presente trabajo se investigd el papel de las
infecciones por PVH en el desarrollo de lesiones precursoras y cancer en el cuello uterino. El ano es también un
organo donde la infeccion con PVH-AR puede conllevar al desarrollo de lesiones precursoras y cancer anal
(CA). La transmision de la infeccion es muy frecuente a esta region anatdmica, tanto en mujeres como en
hombres (10). EI CA en la poblacion general no suele ser muy frecuente, aunque su incidencia se ha
incrementado en los Ultimos afios, sobre todo en grupos especificos de individuos con algin tipo de

inmunocompromiso, como es el caso de aquellos que viven con VIH/sida (11, 13).

IV.3 Frecuencia de infeccion anal, genotipos de Papilomavirus humanos, valor de la carga viral y
asociacion con las variables sociodemogréficas, clinicas y epidemioldgicas en hombres cubanos
seropositivos a VIH con otras infecciones de transmision sexual

IVV.3.1 Frecuencia de infeccion por PVH en la mucosa anal de hombres cubanos seropositivos a VIH.
Relacién con el resultado de la citologia anal

En 89,3% (50/56) de los individuos analizados se detectd infeccion por PVH en la mucosa anal. En 88%
(44/50) de los casos positivos a PVH, se detecto infeccion con, al menos, un genotipo de alto riesgo oncogénico
y en un 66% (33/50) se identificaron genotipos de bajo riesgo oncogénico. Las infecciones simples por PVH de

bajo riesgo oncogeénico solo se detectaron en un 10% (5/50) de los casos positivos a PVH (Figura 15).

74



Resultados y Discusion

100% + 12
90% - 34
80% -
70% -
60% - 90 B Negativo
50% - 88 B Positivo
40% - 66
30% -
0%
0% 10
0% ; ;
PVHAIto Riesgo SoloPVH Bajo Riesgo ~ PVHAIto y Bajo Riesgo
(al menos 1)

%0 de casos

Infeccion por PVH
Figura 15. Frecuencias de infeccion por PVH de alto y bajo riesgo oncogénico en la mucosa anal de individuos

cubanos seropositivos a VIH.

Estos resultados se corresponden con los hallazgos descritos en otros estudios donde se detectan porcentajes de
infeccion anal por PVH con valores muy elevados. En un estudio realizado por Sahasrabuddhe y cols. en el 2013,
los autores analizaron 363 HSH seropositivos a VIH y detectaron una prevalencia de un 94% para cualquier
genotipo de PVH y de un 75,4% para genotipos de alto riesgo oncogenico (12). Tales hallazgos indican que la
frecuencia de infeccion anal por PVH es particularmente elevada en la poblacion seropositiva a VIH,
especialmente en los HSH (12).

En paises como Espafia (251), China (252) y Canada (66), las frecuencias de infeccion por PVH y PVH-AR
superan las cifras encontradas en el presente trabajo, alcanzando hasta un 95,8% y 96%, respectivamente.

En un meta-analisis, que incluy6 53 investigaciones provenientes fundamentalmente de Norteamérica, se
plantea que la prevalencia de PVH y de los genotipos de PVH-AR es significativamente mayor en los HSH
seropositivos a VIH (91).

No existen investigaciones previas sobre la infeccion por PVH en la mucosa anal en individuos cubanos
seropositivos a VIH. Solo existen datos publicados acerca de la presencia de la infeccion por PVH en lesiones
condilomatosas de la region anogenital en un grupo de individuos seropositivos a VIH atendidos en la consulta
de dermatologia del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (94). El estudio identificé un gran nimero de

genotipos en las muestras de condilomas anogenitales. Los genotipos de PVH 6y 11 fueron los més frecuentes,
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detectandose en 63,3% Yy en 53,3% de los casos, respectivamente. Dicho analisis demostro ademas la deteccion
de PVH de alto y bajo riesgo oncogénico en lesiones condilomatosas de pacientes cubanos seropositivos a VIH.
A nivel internacional, se han realizado varias investigaciones con el objetivo de determinar al papel de la
infeccion por PVH en el desarrollo y evolucion de las lesiones precursoras del CA. El CA, a diferencia del CC,
no es muy frecuente en la poblacion general. ES por esto que, hasta la década de los afios 1990, no se consider6
como una neoplasia «preocupante» para la salud publica, por su escasa frecuencia y porque afecta
fundamentalmente a personas de edad avanzada del sexo femenino (253). Posteriormente, se empez0 a detectar
un incremento en la incidencia de esta neoplasia en determinadas poblaciones, que hoy constituyen los grupos
de riesgo para esta enfermedad. Entre ellos, los més afectados son los hombres seropositivos a VIH,
particularmente los HSH (254).

De forma analoga a lo que ocurre en el carcinoma de cérvix, la aparicién de un carcinoma en el canal anal va
precedida de una neoplasia intraepitelial, la cual debe ser detectada y erradicada de forma precoz para prevenir
la progresion hacia las lesiones invasivas. Para esto, se ha propuesto la citologia del canal anal como método
para la pesquisa inicial de las lesiones precursoras de CA (255).

En la Figura 16 pueden observarse las diferentes clasificaciones citoldgicas a partir de la citologia anal realizada

a los individuos estudiados.
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Figura 16. Frecuencias de las diferentes clasificaciones citoldgicas a partir de la citologia anal realizada a los

individuos cubanos seropositivos a VIH.
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Solo se diagnosticaron tres casos con citologia negativa, se observd una prevalencia elevada de lesiones
precursoras del CA. Se reflejé un predominio de las lesiones de bajo grado (34/56) y en segundo lugar las
citologias atipicas (14/56). Es de destacar que las lesiones de alto grado y las atipicas de alto grado se
presentaron en un nimero menor de casos (3/56) y (2/56), respectivamente. Estos resultados coinciden con lo
descrito por otros autores, como los estudios realizados por Yang y cols. en el 2012 y Salit y cols. en el 2010
(256, 257), los cuales encontraron frecuencias similares para cada una de las clasificaciones citolégicas y un
predominio de las lesiones de bajo grado. Se plantea que este predominio de lesiones de bajo grado puede
deberse a que la citologia anal, subestima el grado de displasia de la lesién, aunque es una técnica importante
como primer eslabon en la pesquisa de las neoplasias anales en las poblaciones de riesgo (256, 257). En varios
estudios se demuestra este hallazgo; uno de ellos es el publicado por Betancourt y cols. en el 2012 (166) en
pacientes seropositivos a VIH. Los autores encontraron en una serie de 89 pacientes, que la mayoria presentaba
lesiones de bajo grado (64%), mientras que detectaron un mayor porcentaje de lesiones de alto grado en los
mismos pacientes mediante el diagndstico histoldgico realizado a partir de la toma de una biopsia de la lesion.
Debido a esto, en los paises donde esta establecida la pesquisa para la deteccion temprana de estas lesiones
anales, todos aquellos casos que resulten positivos, incluidas las citologias atipicas de significado
indeterminado, se remiten a biopsia y anoscopia de alta resolucién (AAR). De la misma forma que la
colposcopia es una técnica que aumenta la resolucion en la deteccion de las lesiones en el cuello uterino, la
AAR incrementa la sensibilidad y especificidad en la pesquisa de las lesiones anales (258, 259). No obstante,
cuando la técnica citologica sigue los requisitos de calidad y pautas establecidas internacionalmente puede
constituir un buen predictor de las neoplasias intraepiteliales anales (166, 258).

Debido a que la infeccion por PVH es el factor fundamental que determina el desarrollo de las lesiones
precursoras del CA, en esta investigacion se analizo la frecuencia de infeccion viral segin las clasificaciones
citologicas (Figura 17). La frecuencia de la infeccién por PVH en la mucosa anal de estos individuos, fue
notablemente elevada, incluso en aquellos con citologia negativa. En la Figura 17 se observa que todos los
pacientes con LIEA de alto grado y con lesiones atipicas de alto grado fueron positivos a este agente viral. Lo
mismo ocurrio con los tres casos que tenian citologia anal negativa. Aquellos con lesiones de bajo grado y con
lesiones atipicas, mostraron una positividad a PVH de 91,2% y 78,6%, respectivamente.

No se encontr6 asociacion entre la infeccién por PVH y la presencia de las LIEA, lo cual pudo deberse al
elevado porcentaje de positividad, tanto en los pacientes con lesiones anales como en los negativos y al bajo

nimero de individuos estudiados.
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Figura 17. Frecuencias de infeccion por PVH segin la clasificacion citolégica en la mucosa anal de los

individuos cubanos seropositivos a VIH.

Estos resultados coinciden con lo descrito por Fox y cols. en el 2005 (71), pues no encontraron diferencias
significativas en la prevalencia de PVH entre las diferentes clasificaciones citologicas. Los autores concluyeron,
que debido a esto la deteccion de PVH no es una herramienta Util para diferenciar infecciones transitorias
asociadas a lesiones de bajo grado de infecciones persistentes relacionadas con lesiones de alto grado. No
obstante, la frecuencia de la infeccion por PVH en la mucosa anal de los pacientes incluidos en dicho estudio
fue notablemente elevada. Esto es debido a que la infeccion por VIH no solo incrementa la persistencia de la
infeccion por PVH sino que ademas, aumenta el riesgo de adquirir nuevas infecciones por estos virus, asi como
el riesgo de reactivacion de la infeccidn latente. Esto es debido al estado inmunoldgico y a las précticas sexuales
de riesgo en estos individuos (71).

Machalek y cols.; explican la alta positividad a P\VH en la mucosa anal de estas poblaciones de riesgo debido a
que la infeccion viral pudiera ser mas persistente en la mucosa anal que en la mucosa cervical y que esta
persistencia es mayor, ademas en individuos inmunocomprometidos (11).

Castle y cols. en el 2013 (260) plantean que es un reto poder diferenciar entre casos positivos con infecciones
benignas y transitorias, de aquellas persistentes causantes de lesiones precancerosas, especialmente durante la
pesquisa en los HSH seropositivos a VIH, donde la infeccion por PVH es tan elevada. Estos autores proponen,
que ademas de la deteccién de PVH-AR, se necesitan biomarcadores que puedan evaluar con mayor precision
la severidad y progresion de la lesion, tales como la expresion de ARNm de las oncoproteinas viralesE6 y E7 y
la carga viral del PVH-AR.
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IV.3.2 Genotipos de PVH mas frecuentes en la mucosa anal de hombres cubanos seropositivos a VIH y
su asociacion con el grado de las lesiones citoldgicas anales

Se ha discutido por varios autores que la presencia de determinados genotipos de PVH entre los HSH
seropositivos a VIH puede variar segin las caracteristicas de la poblacion, la localizacion geogréfica, los
hallazgos patoldgicos y el empleo de diferentes técnicas moleculares para la deteccion de PVH (11, 261).

En la Figura 18, pueden observarse las frecuencias de infeccion por los diferentes genotipos de PVH

identificados en la mucosa anal de los individuos estudiados.
80 -

75

I
S 70 1
Dc{; M Alto Riesgo
260 +
2 M BajoRiesgo
B 50 -
g 41,1 b Infecciones
[%2] s res
§40 | Mudltiples
o
[
Sa0 - 26,8 -
X 21,4

20 + 16,1 —

12, 5
10 | l
O © S N > \d ) 9
\ N > > i 9 O
& S, SRS SR SO
< QA QA & & & &L &
Genotipos de PVH

Figura 18. Frecuencias de diferentes genotipos de PVH identificados en la mucosa anal de individuos cubanos
seropositivos a VIH.

El genotipo 16 fue el predominante, seguido de los genotipos de bajo riesgo 6 y 11, para un 51,8% (29/56), 41,1%
(23/56) y 48,2% (27/56), respectivamente. Ademas, se observo la asociacion entre la infeccion por PVH 6 y la
presencia de condilomas. Esto indica que la probabilidad de detectar infeccion anal por PVH 6 en los casos con
condilomas anogenitales es casi cinco veces mayor (p=0,003; RP=4,92 IC 95% 1,69-14,37). La infeccion por los
genotipos 6 y 11 es muy frecuente en las lesiones de condiloma acuminado, pues son los més detectados como
agentes causales de las verrugas anogenitales. Sin embargo existen otros genotipos de bajo riesgo (no
investigados en este estudio), que se asocian a la aparicion de estas lesiones como es el caso de los genotipos 10
y 70 (68, 94).
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En esta poblacion, también se identificaron otros genotipos de alto riesgo oncogénico como el PVH 18, 31, 33,
45y 58, entre otros. Se ha descrito que el PVH 16 es el mas frecuente en estas poblaciones, seguido por los
genotipos 6 y 11. Se plantea, que los PVH-AR como el 16 y el 18 estan asociados con la mayoria de las
neoplasias genitales en el hombre y particularmente, en mas del 90% de los casos de cancer del canal anal (66,
87, 91). Estos genotipos estan asociados tanto con las LIEA de alto grado como con las de bajo grado, pero son
mucho mas frecuentes en el grupo de alto grado. En varios estudios se ha descrito que la infeccion por los
genotipos de bajo riesgo es también frecuente en el canal anal de los HSH seropositivos a VIH, pues se publican
porcentajes de infeccion entre un 9% y un 39%. Las frecuencias detectadas en el presente trabajo estan por
encima del rango que se describe en la mayoria de los estudios (66, 87, 91).

Colon-Lépez y cols. en el 2014 (262) detectaron en Puerto Rico una frecuencia mayor de los genotipos de alto
riesgo 58, 31, 51. Los autores sugieren que estas diferencias en los genotipos encontrados, podrian reflejar
distribuciones geogréficas heterogeéneas. Ello tiene crucial importancia para el establecimiento de las medidas
de prevencion.

Meta-analisis realizados por Sahasrabuddhe y cols. en el 2013 (12) y por Machalek y cols. en el 2012 (91) en
poblaciones similares de diferentes regiones geograficas, demostraron que ain estan por definirse todas las
variables involucradas en la aparicion y desarrollo de las LIEA asociadas a PVH. Sin embargo, hay una
coincidencia absoluta en el hecho de que los HSH, esencialmente los individuos seropositivos a VVIH, presentan
una elevada prevalencia y diversidad de genotipos de PVH en la mucosa anal (12, 91).

En el presente estudio, las infecciones maltiples se encontraron en un 75% (42/56) de los individuos estudiados
y en 84% de los casos positivos a PVH (42/50). Un 88% de los casos tuvo, al menos un genotipo de alto riesgo
y 62% mas de dos. En la literatura se describe que en los individuos seropositivos a VIH es frecuente la
presencia de infecciones multiples y una mayor proporcion de genotipos oncogénicos (65, 66, 68, 263). Los
resultados obtenidos en la presente investigacion, coinciden con lo planteado anteriormente ya que existio un
promedio de 3 genotipos de PVH en las muestras analizadas. El significado etioldgico de las infecciones
multiples por genotipos oncogeénicos de PVH en las LIEA de alto grado atn no ha podido definirse. Es probable
que la presencia de infecciones transitorias con varios genotipos virales en la zona de transformacion anal, no
sea un factor de riesgo para el desarrollo de estas lesiones hacia el CA. Se describe en la literatura que las
infecciones multiples son muy frecuentes en las LIEA de bajo grado (35-54%) y en las LIEA de alto grado
(61%). Sin embargo, la frecuencia disminuye sustancialmente en el CA (7%), lo que apoya la hipdtesis de que
la mayoria de las infecciones son transitorias y solo aguellos genotipos que producen infeccion persistente, 0 sea
los PVH-AR, seran capaces de provocar el desarrollo de las lesiones precursoras a cancer (91).
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En la Figura 19 se observan las frecuencias porcentuales de infeccion por los genotipos de PVH-AR detectados,
segun la clasificacion de la citologia anal. En las lesiones atipicas, los genotipos mas frecuentes fueron el 16, el

33y el 45; en las lesiones de bajo grado predominaron los genotipos de PVH 16, 18y 33.
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Figura 19. Relacién entre los genotipos de PVH de alto riesgo oncogénico v las diferentes clasificaciones de la

citologia anal en individuos cubanos seropositivos a VIH.

En las lesiones atipicas de alto grado, se identificaron mayoritariamente los tipos 16, 18 y 45; mientras que en
las citologias de alto grado, fueron los genotipos 16, 18, 31 y 58. Se puede observar que el PVH 16 fue el
genotipo mas frecuente en la mayoria de las clasificaciones citoldgicas, excepto en las lesiones de alto grado,
donde se encontrd una asociacion entre la presencia de estas lesiones y PVH 18 (p=0,020).

Estos resultados indican que existe una probabilidad mayor de padecer una lesion de alto grado en el canal anal
cuando se detecta infeccion con PVH 18. Dichos hallazgos coinciden parcialmente con lo obtenido por Yang y
cols. en el 2012 (256), quienes detectaron PVH 16, 45, 52 y 18, como los genotipos mas frecuentes, en las
lesiones de alto grado de un grupo de HSH seropositivos a VIH. Se han publicado datos similares en Esparia,
donde los investigadores encontraron PVVH 18 asociado a la presencia de LIEA de alto grado en la mucosa anal
de HSH (251).

En otros estudios, se ha demostrado la asociacion de los genotipos 16 y 18 con la presencia y desarrollo de
lesiones de alto grado como precursoras del CA, en poblacion masculina seropositiva a VIH (264, 265).

En meta-anélisis realizados por Hoots y cols. en el 2009 (110) y Machalek y cols. en el 2012 (11) se plantea que

los PVH-AR 16 y 18 son los genotipos mas frecuentes en las lesiones anales de bajo y alto grado. Describen
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ademas, que de los casos con CA positivos a PVH, la gran mayoria (85%), estan asociados con la presencia de
infecciones por PVH 16 seguido de PVH 18, con una frecuencia de un 90% para la combinacion de ambos;
independientemente de la localizacion geografica de los individuos estudiados.

IVV.3.3 Valor de la carga viral de PVH oncogénicos en la mucosa anal de hombres cubanos seropositivos

a VIH y su asociacion con el grado de las lesiones citologicas anales

Dentro de los factores virales que juegan un papel determinante en la evolucion de infecciones persistentes con
genotipos de PVH-AR, se considera el valor de la carga viral de estos genotipos. En el presente estudio se

evaluo la asociacion entre la carga viral y los resultados citologicos (Figura 20).
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Figura 20. Asociaciones entre los valores de carga viral de Papilomavirus humanos oncogénicos y el grado de

las lesiones intraepiteliales anales en individuos cubanos seropositivos a VIH.

Como se observa en el gréafico, los valores de carga viral mostraron diferencias significativas entre las diferentes
clasificaciones citologicas (p=0,0004). Se encontraron los valores mas elevados de carga viral en las lesiones de
mayor severidad. Dicha asociacion es dependiente, fundamentalmente de las lesiones de bajo y alto grado y de
las lesiones atipicas de alto grado, lo que significa que los valores mayores de carga viral indican una mayor
severidad de las lesiones precursoras del CA. En el presente estudio, los casos con citologias atipicas de alto

grado fueron los que tuvieron los mayores niveles de carga viral de PVH. Existieron diferencias significativas

82



Resultados y Discusion

cuando se compararon estas lesiones con las de bajo grado (p=0,0138), las de alto grado (p=0,036), las lesiones
atipicas (p=0,0014) y con las citologias negativas (p=0,0061). Existieron ademas diferencias significativas entre
los valores de la carga viral de los individuos con LIEA de alto grado, cuando se compararon con los casos con
citologias atipicas (p=0,0056) y con las citologia negativas (p=0,0469). No se encontraron diferencias
significativas al compararse con las lesiones de bajo grado (p=0,4957). En el caso de las citologias de bajo
grado, las diferencias en los valores de la carga viral de PVH fueron significativas al ser comparados con los
casos con citologias atipicas (p=0,0006) y con citologias negativas (p=0,0113).Existen muy pocos estudios
donde se evalla el papel de la carga viral de PVH en la evolucion de las LIEA. Sin embargo, se plantea que los
eventos moleculares que originan las diferentes categorias de las lesiones anales son similares a los que se
establecen en la clasificacion de la citologia cervical (266). De esta manera, los biomarcadores que se evalUan
para la pesquisa del CC también pueden utilizarse para la evaluacion del CA, asi como para decidir las
conductas de tratamiento inmediato o seguimiento. Es por ello, que los valores de la carga viral de PVVH podrian
considerarse marcadores pronosticos del CA, al igual que para el CC, entre los cuales también se han
identificado la expresion de ARNm de las proteinas E6 y E7 y p16/Ki-67 (266).

En un estudio realizado por Tamalet y cols. en el 2014 (264), se identifico la carga viral de PVH 16 como una
variable independiente asociada con las citologias positivas. Por otro lado Poizot-Martin y cols. en el 2009
(267), no encontraron diferencias significativas entre los valores de la carga viral de PVH 16 y 18 con respecto a
los resultados obtenidos mediante anoscopia. Estos autores plantean que se necesitan estudios de cohorte con un
nimero mayor de individuos para evaluar la relacion entre los valores elevados de la carga viral de PVH y la
progresion de las lesiones anales.

IV.3.4 Relacion entre los factores sociodemogréficos, clinicos y epidemiolégicos y la infeccién por PVH
detectada en la mucosa anal de hombres cubanos seropositivos a VIH

En la literatura cientifica se han analizado previamente algunas variables sociodemogréficas, epidemioldgicas y
clinicas relacionadas con la infeccion por PVH en los hombres seropositivos a VIH. Entre estas variables esta la
edad, el nivel de escolaridad, el estado civil, los habitos toxicos, las conductas sexuales, la orientacion sexual y
el conteo de linfocitos T CD4+, entre otras (13, 268). La relacion entre las variables analizadas en el presente
trabajo y la infeccidn por PVH puede apreciarse en las tablas siguientes: variables sociodemograficas (Tabla
18), epidemioldgicas (Tabla 19) y clinicas (Tabla 20).

De manera particular, un factor sociodemografico que se estudia en los HSH seropositivos a VIH, es la edad a

la que se detecta la infeccion por PVH y a la que aparecen las lesiones anales de alto grado. Esta resulta una

83



Resultados y Discusion

variable que define la aplicacion y el cronograma de los programas de pesquisa, prevencion y control de esta
enfermedad (64, 70, 251).

Tabla 18. Caracteristicas sociodemogréficas e infeccion por PVH en la mucosa anal de hombres seropositivos a VIH.
Analisis Univariado.

Variable Positivoa PVH Valordep  RP (IC95%)
n (%)

Pacientes 50 (100)

Edad (afios) 0,668
15-24 11(22) 3,67 (0,17-77,55)
25-34 16 (32) 5,33 (0,26-110,30)
3544 10(20) -
4554 10(20) 1,11 (0,08-15,04)
55y més 3(6) Referencia

Nivel de escolaridad 0,713
Primaria/ Secundaria 14 (28) 2,80 (0,22-35,29)
Preuniversitario/Técnico Medio 26 (52) 1,73 (0,25-11,97)
Universitario 10 (20) Referencia

Habitos toxicos Habito de Fumar 21(42) 0,391 0,36 (0,06-2,16)
Ingestion de Alcohol 18(36) 0,198 0,28 (0,05-1,69)

Fuente: Modelo de recogida de informacién.

En las mujeres, la infeccidén por PVH esta fuertemente relacionada con la edad, ya que la gran parte de estas
infecciones son transitorias aproximadamente entre un 80% y 90% de las jovenes (51). El patron, que se
produce poco después de la primera relacion sexual, se atribuye generalmente a los elevados niveles de
actividad sexual y a la falta de inmunidad frente al PVH (269).

Entre los HSH seropositivos a VIH, existen menos datos en cuanto a la relacion entre la edad y la infeccion anal
por el PVH. En estudios recientes (64, 70), donde se analizd la tendencia de la infeccion anal por PVH segin la
edad, se encontr6 una elevada prevalencia de infeccion por PVH en la mucosa anal que no disminuy6 con la
edad, independientemente del estado inmunoldgico de los pacientes. Los resultados del presente estudio
coinciden con los hallazgos de las investigaciones descritas anteriormente. Esto muestra que la no asociacion
entre la edad y la infeccion anal por PVH, a diferencia de la infeccion en el cuello uterino, puede no deberse al
estado inmunoldgico del paciente, sino que puede ser caracteristico de las infecciones por PVVH en el canal anal.
Estos estudios ratifican que probablemente las infecciones por PVVH tienen una mayor persistencia en el ano que
en el cuello uterino (51).

El hébito de fumar también se asocia con la infeccién por PVH en la zona anogenital, fundamentalmente en
mujeres y hombres heterosexuales. Sin embargo en los HSH, esta asociacion ain carece de evidencias
suficientes, lo que se atribuye principalmente a la elevada prevalencia de infeccion por PVH,

independientemente de los habitos tdxicos como el tabaquismo o el alcoholismo (90).
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Tabla 19. Caracteristicas epidemioldgicas e infeccion por PVH en la mucosa anal de hombres seropositivos a VIH.
Analisis Univariado.

Variable PosivoaPVH  Valordep RP (IC95%)
n (%)
Pacientes 50 (100)
Edad de las primeras relaciones sexuales
<15 afios 18 (36) 0362  2,81(0,30-24,98)
>15 afios 32 (64) Referencia
Parejas sexuales referidas 0,756
en los dltimos dos afios 1 pareja 16 (32) Referencia
2-4 17 (34) 3,19(0,30-33,89)
5-10 8(16) -
>10 9(18) 0,84 (0,12-6,03)
Orientacion sexual
HSH 46 (92) 0119  5,75(0,79-41,69)
Heterosexual 4(8) Referencia
Tipo de préctica de sexo
Oral/Genital 46 (92) 0492  2,30(0,21-24,80)
Genital 4(8) Referencia
Historia de relaciones sexuales ano-
receptivas Si 45 (90) 0032  9,00(242-57,12)
No 5(10) Referencia

Fuente: Modelo de recogida de informacion.

Los analisis en el presente estudio (Tabla 19) mostraron una asociacion entre la infeccion por PVH y la historia
de relaciones sexuales anales con practica ano-receptiva (p=0,032; RP=9,00 IC 95% 2,42-57,12). Tal relacion
indica una probabilidad 9 veces mayor de padecer infeccion anal por PVH, cuando el sexo anal receptivo es una
préctica comdn. En la mayoria de los estudios epidemiologicos realizados en los HSH y particularmente en
individuos seropositivos a VIH, los factores de riesgo para la infeccion por PVH que se identifican mas
frecuentemente son la practica de relaciones sexuales ano-receptivas y un nimero elevado de parejas sexuales
en los 6 meses previos a la toma de las muestras (90, 265).

En pacientes seropositivos a VIH el conteo de linfocitos T CD4+ es considerado un predictor de la infeccion
anal por PVH (13). En esta investigacion, no se observo asociacion entre la infeccion por PVH y el conteo de
linfocitos T CD4+. Definitivamente, las frecuencias de infeccion por PVH fueron muy elevadas en los pacientes
estudiados, independientemente de su estado inmunolégico. Otro factor de riesgo que se asocia a la infeccién
por PVH es la historia reciente de lesiones condilomatosas. Se encontrd asociacion entre la presencia de
condilomas y la infeccion por PVH (p=0,005; RP= 6,89 IC 95% 2,69-28,16). Este aspecto demostrd una
probabilidad casi 7 veces mayor de detectar infeccion por PVH en aquellos individuos con historia reciente de
condilomas anogenitales. (Tabla 20). Ademas, un 80% de los individuos positivos a PVH (40/50) presentd

infeccion con genotipos de PVH-BR que se asocian comUnmente con este tipo de lesiones (13, 270).
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Tabla 20. Caracteristicas clinicas e infeccion por PVH en la mucosa anal de hombres seropositivos a VIH.
Andlisis Univariado.

Variable PositvoaPVH  Valordep RP (IC 95%)

n (%)
Pacientes 50 (200)
Conteo de Linfocitos T CD4+ (células/mm?) 0,451
<200 17 (34) 4,86 (0,38-62,63)
200-499 26 (52) 2,48 (0,34-17,83)
>500 7(14) Referencia
Presencia de condilomas 0,005
Si 45(90) 6,89 (2,69-28,16)
No 5(10) referencia

Fuente: Modelo de recogida de informacion.

IV.3.5 Relacion entre los factores sociodemogréficos, clinicos y epidemioldgicos y las lesiones detectadas
en la mucosa anal de hombres cubanos seropositivos a VIH

Se analizé la relacion entre las variables sociodemogréaficas, epidemioldgicas y clinicas y la presencia de las
lesiones intraepiteliales anales (13, 68). Los resultados pueden apreciarse en las tablas siguientes: variables
sociodemograficas (Tabla 21), epidemioldgicas (Tabla 22) y clinicas (Tabla 23).

En la Tabla 21 puede observarse que el mayor porcentaje de casos con LIEA se encontrd en edades entre 25 y
34 afios y los casos negativos se ubicaron con mayor frecuencia entre los 45 y 54 afios. Aunque las lesiones
precursoras y el CA es més frecuente en la poblacién mayor de 50 afios, los resultados del presente trabajo
indican que las LIEA en pacientes seropositivos a VIH, pueden ser detectables en individuos més jovenes (271,
272). Aungue en el presente estudio el nimero de casos es pequefio, los resultados obtenidos en este sentido se
corresponden con los datos publicados en algunos estudios previos (271, 272), donde se plantea que la
inmunosupresion y la infeccion anal persistente por PVH-AR puede conllevar a la aparicion de LIEA en adultos
jovenes.

Varios autores han demostrado que no existe asociacion del consumo de tabaco con estas lesiones (273, 274).
En el presente estudio, se encontrd un predominio de los casos con LIEA en individuos no fumadores (61%;
24/39). Estos resultados coinciden con otros autores que no asocian el hébito de fumar con la neoplasia
intraepitelial anal (273, 274). Sin embargo, el nimero de casos analizados en esta investigacion es pequefio y en
cada estudio se debe tener en cuenta que existen sesgos asociados al tamafio de la muestra y a otros factores que
deben ser analizados con mayor profundidad. EI consumo de alcohol tampoco se identifico en el presente

estudio, como una variable asociada a la presencia de LIEA (275).
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Tabla 21. Caracteristicas sociodemograficas y lesiones intraepiteliales anales en hombres seropositivos a VIH.
Andlisis Univariado.

Variables Clasificacion de las citologias anales
Total Negativas Atipicas LIEA Valordep RP (IC95%)
n=56 n (%) n (%) n (%)
3(54) 14.(25) 39 (69,6)
Edad (afios) 0,632
0,189
15-24 0(0) 4(29) 8(20) 1 (Referencia)
25-34 0(0) 3(21) 14 (36) 0,76 (0,12-4,70)*
1,32 (0,21-8,24)°
35-44 1(33) 4(29) 5(13) 2,13 (0,48-9,50)*
0,25 (0,06-1,12)°
45-54 2(67) 2(14) 9(23) 1,15(0,56-8,53)
0,39 (0,08-1,22)°
>50 0(0) 1(7) 3(8) 0,85 (0,14-5,36)*
0,69 (0,13-368)°
Nivel de 0,310
escolaridad 0.242°
Primaria/Secundaria 0(0) 2(14) 13(33) 1 (Referencia)
Pre-Universitario /Técnico  3(100) 7(50) 18 (46) 0,25 (0,04-1,58)
4,06 (0,63-26,13)°
Universidad 0(0) 5(36) 8(21) 053(0,13-2,18)*
1,13(0,29-4,38)°
Habito de Si 2(67) 7(50) 15(39) 0,533 1,47 (044-4.96)
fumar 0,314° 0,55 (0,18-1,76)°
Ingestion de Si 1(33) 8(57) 14 (36) 0,158 2/40(0,70-8,23)"
alcohol 0233 0,50 (0,16-1,28)°

Fuente: Modelo de recogida de informacion.
a: con respecto a las citologias atipicas de significado indeterminado; b: con respecto a las LIEA que incluyen las lesiones de alto y bajo
grado y las atipicas de alto grado.

La edad del comienzo las relaciones sexuales no constituy6 una variable asociada al desarrollo de las LIEA. De
los individuos con LIEA, los que comenzaron sus relaciones sexuales con 15 afios 0 menos representaron el
41% (16/39). Un 92% (36/39) se describieron a si mismos como HSH, 90% (35/39) tuvo historia de relaciones
sexuales ano-receptivas y 97% (38/39) practicaban sexo oral/genital (Tabla 22).

El inicio temprano de las relaciones sexuales desprotegidas es un comportamiento sexual de riesgo para el
desarrollo de las neoplasias intraepiteliales anales. En este estudio, un 66,7% de los casos con LIEA de alto
grado, comenzaron sus relaciones sexuales antes de los 15 afios. Esto se asocia a un periodo de tiempo mas
prolongado de vida sexual activa, al aumento del nimero de parejas sexuales y a la adquisicion de ITS, como es
el caso del VIH. En los pacientes con infeccion por VIH, este agente se reconoce también como un factor de
riesgo para adquirir la infeccién por PVH y a su vez para la persistencia viral, lo cual se explica por la

incapacidad de eliminar el virus del organismo. La interpretacion antes mencionada, se corresponde con los
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datos publicados y los analisis sobre el tema que han sido planteados por otros autores, fundamentalmente en

estudios realizados en individuos seropositivos a VIH en Australia, Brasil, México y Estados Unidos (11, 91).

Tabla 22. Caracteristicas epidemioldgicas y lesiones intraepiteliales anales en hombres seropositivos a VIH.
Analisis Univariado.

Variables Clasificacion de las citologias anales
Total Negativas Atipicas LIEA Valordep  RP(IC95%)
n=56 n (%) n (%) n (%)
3(54) 14(25) 39 (69,6)
Primera relacion sexual 0,106
(afios) 0,089
<15 1(33) 2(149) 16 (41) 1 (Referencia)
>15 2(67) 12 (86) 23(59) 4,08 (0,81-20,59)°
0,31 (0,08-1,25)°
Parejas sexuales referidas 0573
en los Gltimos dos afios 0.287°
1 2(67) 6 (43) 11 (28) 1 (Referencia)
24 1(33) 5(36) 12 (31) 0,83 (0,20-3,43)*
1,46 (0,38-5,54)°
5-10 0(0) 2(14) 6 (15) 0,72 (0,11-4,69)*
218(0,35-1376)°
>10 0(0) 1(7) 10 (26) 0,22 (0,02-2,10)*
7,27 (0,77-68,89)°
Orientacion sexual 0,158
0,354°
HSH 3(100) 11(79) 36(92) 0,28 (0,05-1,60)*
257 (046-14,29)°
Heterosexual 0(0) 3(21) 3(8) 1 (Referencia)
Relaciones sexuales Si 3(100) 9(64) 35(90) 0,035 0,19 (0,4-0,85)*
Ano-receptivas 0,112° 3,65 (0,84-15,85)°
Tipo de préctica de sexo 0,004°
0,026°
Oraly Genital 2(67) 11(79) 38(97) 0,18 (0,3-1,247*
11,69 (1,20-114,31)°
Genital 1(33) 3(21) 1(3) 1 (Referencia)

Fuente: Modelo de recogida de informacion.
a: con respecto a las citologias atipicas de significado indeterminado; b: con respecto a las LIEA que incluyen las lesiones de alto y bajo
gradoy las atipicas de alto grado.

El nimero de parejas sexuales se asocia con un mayor riesgo de adquirir ITS, entre ellas las infecciones por
PVH-AR y a su vez con el desarrollo de lesiones causadas por estos virus (276). Sin embargo, en el presente
estudio no se encontrd este tipo de asociacion entre el nimero de parejas sexuales y la presencia de LIEA.

La orientacion sexual de los HSH seropositivos a VIH, las practicas de sexo oral/genital y las relaciones
sexuales ano-receptivas, son variables conductuales y epidemiol6gicas que tienen vinculacion con

comportamientos sexuales de alto riesgo asociados a la presencia de ITS, incluida la infeccién por PVH. En el
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presente estudio, las lesiones anales de alto grado predominaron entre los individuos que mantenian relaciones
sexuales ano-receptivas (90%; 35/39). Ademas, la practica de sexo oral/genital se asocié con la presencia de
lesiones anales de alto grado (p=0,026; RP=11,69 IC 95% 1,20-114,31).

Como es conocido, la préctica de sexo oral/genital se describe como un factor de riesgo para adquirir la
infeccion con PVH, pues se ha comprobado la transmision del virus mediante la saliva y otros fluidos. Estos
resultados se han obtenido principalmente en grupos de individuos seropositivos a VIH, sobre todo en HSH y
también en mujeres. En dichos grupos, el riesgo de padecer CA se puede incrementar desde 5 hasta 27 veces
mas que en la poblacion seronegativa a VIH (277).

Por otra parte las relaciones sexuales ano-receptivas, se confirman como la mayor via de transmision de la
infeccion por PVH en el canal anal de los HSH, seropositivos a VVIH y también en seronegativos. Es reconocido
el efecto abrasivo del coito sobre la mucosa anal, ademas de que en los HSH seropositivos a VIH se identifican
factores asociados a la infeccion por PVH en ano, tales como: el cambio frecuente de parejas sexuales, la
persistencia viral, que pudiera ser mas prolongada y la inmunidad tipo especifica que pudiera ser efimera, lo que
aumenta la susceptibilidad a las reinfecciones, luego de nuevas exposiciones al virus (278).

Se encontrd una asociacién inversa entre las relaciones sexuales ano-receptivas y las citologias atipicas de
significado indeterminado, por lo que esta variable constituy6 un factor protector para el desarrollo de dichas
lesiones. Este resultado no se corresponde con lo descrito en la literatura y carece de explicacion biologica,
puede ser atribuido a que, en este estudio, las asociaciones estan limitadas por el pequefio nimero de individuos
analizados.

Tabla 23. Caracteristicas clinicas y lesiones intraepiteliales anales en hombres seropositivos a VIH. Analisis Univariado.

Variables Clasificacion de las citologias anales
Total Negativas Atipicas LIEA Valordep RP (IC 95%)
n=56 n (%) n (%) n (%)
3(54) 14(25) 39 (69,6)
Conteode CD4 enel
momento del estudio 8%;22
(células/mm?) ’
0,17 (0,02-1,20)a
<200 1(33) 15 (35) 14 (36) o EO o Sé)b
0,46 (0,10-2,13)a
200500 2(67) 22 (52) 20 (51) o EO g BO;b
> eferencia
500 000) 5(12) 5(13) 1 (Referencia)
a
Presencia de condilomas Si 1(33) 10 (71) 36(92) g(z)ggb gi’g 823%552)2%

Fuente: Modelo de recogida de informacion.
a: con respecto a las citologias atipicas de significado indeterminado; b: con respecto a las LIEA que incluyen las lesiones de alto y bajo
gradoy las atipicas de alto grado.

89



Resultados y Discusion

El conteo de linfocitos T CD4+ y la presencia de condilomas, como ITS mas frecuente en este grupo, se
analizaron en las diferentes clasificaciones citoldgicas (Tabla 23).

En el presente estudio, las LIEA de alto grado predominaron en individuos con conteo de linfocitos T CD4+ en
el rango de 200-500 células/mm?, lo que corresponde a una inmunodepresion moderada. La infeccién anal
persistente por PVH, con genotipos de PVH-AR y la inmunosupresion severa son los factores de riesgo de
mayor fortaleza en la aparicion de la neoplasia intraepitelial anal.

La importancia de los linfocitos T CD4+ en el control de la infeccidn por PVH se muestra por el incremento de
la prevalencia de infeccion por PVH y de LIEA de alto grado en individuos inmunodeprimidos como una
consecuencia de la infeccién por el VIH (279). La prolongada duracion de la infeccion por PVH, se asocia con
la evasion efectiva de la inmunidad innata, reflejada en la deficiente inflamacion durante la replicacion viral
(279). Todas las lesiones atipicas de alto grado se identificaron en individuos con conteo de linfocitos T CD4+
menores de 200 células/mm?®. Esta clasificacion citolégica es considerada como una citologfa anormal, con un
riesgo elevado de progresion rapida a la neoplasia anal (279).

Aunque la presencia de condilomas se debe especificamente a la infeccion con genotipos de bajo riesgo
oncogénico Yy dichos genotipos no se asociaron con ningdn tipo de lesion en el presente estudio; la presencia de
condilomas si se asocid a la deteccion de citologias anales positivas (LIEA de bajo grado, de alto grado y
atipicas de alto grado), en esta investigacion (p=0,012; RP=6,13 IC 95% 1,49-25,22). Ademas, un 84,8% de
los casos con condilomas acuminados anogenitales, estaban infectados con genotipos oncogénicos de PVH.

En la mayoria de los estudios sobre el tema, existe la observacion de que en casi un 90% de los pacientes con
lesiones anales de alto grado causadas por PVH-AR se detectan condilomas anogenitales. El mecanismo que
pudiera explicar esta asociacion no ha podido ser dilucidado. Esto pudiera explicarse por el hecho de que ambos
genotipos comparten una via de transmision coman y estan sujetos a la influencia de comportamientos sexuales
de riesgo que determinan la susceptibilidad a la adquisicion y transmisibilidad de estas infecciones (280) .

Esta investigacion es la primera que, en Cuba, realiza la deteccion de PVH en la mucosa anal de hombres
seropositivos a VIH. Ademés, se realizo un estudio citologico anal para establecer la presencia de lesiones
precursoras de este tipo de neoplasia y su asociacion con determinados genotipos de PVH, asi como con otras
variables sociodemograficas, clinicas y epidemiolégicas. La importancia de este estudio radica en que se
evidencia la elevada frecuencia de infeccion por PVH en la mucosa anal de estos individuos, la presencia de

genotipos de alto riesgo oncogénico y un gran nimero de coinfecciones.
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V DISCUSION INTEGRADA

Los tumores malignos constituyen la primera causa de muerte en todo el planeta y en Cuba existe una
tendencia similar (6, 7). La incidencia de los tumores del tracto genital inferior en mujeres y hombres,
incluyendo aquellos localizados en la region anal y perianal, ha mostrado un incremento en los Gltimos 20
anos (6, 7).

En Cuba, el cancer cervicouterino (CC) constituye una de las primeras causas de muerte por cancer en la
mujer y el cancer anal (CA) representa un 5% de las neoplasias gastrointestinales. Estas patologias son mas
frecuentes en determinados grupos de riesgo (9). El CC incrementa su incidencia en mujeres mayores de 30
anos, en las que aparecen lesiones intraepiteliales cervicales precursoras de esta enfermedad (2, 3). Sin
embargo, como es conocido la infeccidn persistente con PVH-AR constituye el factor desencadenante de
estas lesiones y dicha infeccion puede ser detectada y monitoreada incluso desde edades mas tempranas (1).
El CA esta asociado a la infeccion con PVH-AR y es mucho mas frecuente en individuos
inmunocomprometidos, especificamente en hombres seropositivos a VIH. Este constituye otro grupo de
riesgo donde la deteccion precoz de la infeccion viral persistente y de LIEA precursoras del CA contribuye
a la prevencidn y el control de la enfermedad (11).

Hasta el momento, la informacion sobre los genotipos de PVH que circulan en diferentes grupos de la
poblacion cubana era muy limitada. No se conocian los predictores de la infeccion con PVH-AR ni existia
informacion suficiente acerca de las variables asociadas a las enfermedades causadas por estos genotipos.
Ademas, no se habian aplicado las técnicas de deteccion de ADN de PVH, genotipificacion o monitoreo de
la carga viral para su diagndstico y seguimiento.

El uso de la vacunacion contra PVH se ha definido actualmente como un elemento esencial en la estrategia
para la prevencion y el control del CC y de otros tipos de cancer asociados a estos virus, como el cancer
anal. Es por ello que, los estudios moleculares para definir la prevalencia de los tipos oncogénicos de PVH
y los factores asociados a las lesiones intraepiteliales cervicales y anales son fundamentales para determinar

la factibilidad de la vacunacion en la poblacion cubana.
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El presente estudio permitio conocer la prevalencia de los genotipos oncogenicos de Papilomavirus
humanos en todos los grupos de individuos estudiados, asi como la frecuencia de lesiones intraepiteliales
cervicales y anales en dichos individuos, en el periodo analizado. Ademas permiti6 identificar las variables
sociodemograficas, clinicas y epidemioldgicas asociadas con el desarrollo de lesiones precursoras de cancer
cervicouterino y anal en los grupos de riesgo analizados.

Dentro del programa de deteccion precoz del CC en Cuba, no se incluye la deteccion molecular de PVH.
La deteccion viral constituye actualmente una herramienta de gran utilidad para la pesquisa de las lesiones
precursoras del CC, para su prevencion y monitoreo (281). Los resultados del presente trabajo indican la
necesidad de inclusion de las técnicas moleculares para la deteccion de Papilomavirus humanos como
herramienta en el diagnostico temprano y seguimiento de las lesiones precursoras del CC, en los casos que
asi lo requieran y en la etapa del programa mas oportuna.

En esta investigacion se pudieron identificar los genotipos oncogénicos PVH-AR 16 y 18, como los més
frecuentes, ademas de otros genotipos de alto riesgo oncogénico como PVH 31, 33, 45 y 58 que son los
causantes de los mayores porcentajes de infecciones persistentes. Aunque las mujeres jovenes se infectan
con PVH de manera muy frecuente, generalmente en un periodo de 12 meses, esta infeccion es controlada
por el sistema inmune, incluso puede cursar con la presencia de lesiones de bajo grado o de forma
subclinica (108, 194). Cuando en este grupo de mujeres menores de 25 afios, se identifican infecciones
virales persistentes con PVH-AR y lesiones cervicales de alto grado, es necesario tener en cuenta que las
mismas no estan incluidas en el universo del programa para la deteccion precoz del CC que se lleva a cabo
en Cuba (8). Segun los resultados obtenidos en el presente trabajo, las mujeres sexualmente activas,
menores de 25 afios, constituyen una poblacion vulnerable para el desarrollo precoz de lesiones precursoras
del cancer cervical o lesiones de alto grado. En este estudio, dichas lesiones se asociaron al inicio temprano
de las relaciones sexuales, antes de los 14 afios. Las jovenes que comienzan tempranamente las relaciones
sexuales constituyen un grupo de riesgo identificado por el sistema de salud cubano (8). Sin embargo, ante
los hallazgos del presente estudio, seria oportuna la realizacion de una investigacion mucho mas amplia en
mujeres jovenes, particularmente con edades entre 15 y 25 afios. Esto permitiria identificar infecciones
persistentes con genotipos de PVH-AR mediante técnicas moleculares y definir la problematica en este
grupo etario. Ademas seria conveniente la realizacion de estudios de linea de base en la poblacion femenina
cubana.

Los resultados obtenidos en el grupo de muijeres entre 15 y 59 afios aportan datos de interés y justifican, desde el

punto de vista cientifico, el empleo de la vacuna profiléctica contra PVVH en nifias cubanas, antes de los 10 afios
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de edad. Permiten ademas, confirmar la importancia de las pruebas de deteccion de PVVH en el programa de
deteccion precoz del CC, asi como el fortalecimiento de los programas de educacion sexual y de promocion de
salud en la poblacién sexualmente activa.

La edad media de las mujeres con lesiones de alto grado es de aproximadamente 30 afios (77). Las mujeres
con esta edad o mayores, que son positivas para PVH-AR, tienen una probabilidad incrementada de
desarrollar infecciones persistentes y lesiones precursoras del cancer invasivo. Los canceres invasivos casi
siempre se detectan alrededor de una década mas tarde en las mujeres con lesiones de alto grado. Por lo
tanto, la etapa premaligna puede ser prolongada y crucial en la aparicion del CC (78). Su evolucion
depende, tanto de factores de riesgo externos, como de factores virales y del hospedero. En las mujeres
mayores de 30 afios con NIC estudiadas se identificaron genotipos oncogénicos en casi 98% de las
muestras positivas a PVH, los genotipos 16, 18 y 45 se asociaron de manera significativa a la presencia de
CC. Ademas, se demostro el valor de la carga viral de los genotipos oncogenicos 16, 18 y 58 como un
marcador de severidad de las lesiones precursoras de CC. El valor de la carga viral se ha identificado en
numerosos estudios como un marcador de severidad y progresion, Gtil para el seguimiento de las lesiones
precursoras del cancer cervicouterino y anal, incluso se ha propuesto como un biomarcador viral en muchos
algoritmos que se plantean para un cambio futuro en los programas de prevencién y control del CC (238-
240). Es por ello que dentro del fortalecimiento de los programas se incluyen medidas de prevencion mas
eficaces, como la vacunacion y el uso de los métodos moleculares para la deteccion de PVH y el monitoreo
de la carga viral, lo cual no excluye a la citologia como primer eslabén en la pesquisa de las lesiones
precursoras y del CC, sino que seria un complemento para incidir de manera sustancial en su disminucion
(281).

En el presente estudio se encontr6 una elevada prevalencia de genotipos de Papilomavirus humanos de alto
riesgo oncogénico en mujeres con citologia negativa, un porcentaje mucho mas elevado a lo que describe la
literatura para las citologias negativas o con lesiones de bajo grado (220). Como es conocido, el Sistema de
Clasificacion Citologica de Bethesda, 2001 incluye las citologias con atipias celulares de significado
indeterminado. Se ha demostrado que hasta un 40% de estas atipias pueden evolucionar hacia la malignidad
cuando en ellas se detecta la infeccion persistente con PVH-AR. Aungue en el presente trabajo no se
obtuvieron evidencias concluyentes, pudiera hacerse el razonamiento de que las citologias atipicas pudieran
estar incluidas dentro de las negativas a células neoplasicas o pudieran haberse clasificado como NIC 1.
Debido a esto, la elevada frecuencia de infeccion por PVH-AR en estos grupos pudiera atribuirse a la

presencia de lesiones atipicas que no se consideran en el sistema de clasificacion citolégica empleado en
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Cuba. Este hallazgo permite recomendar al Programa Nacional para el Control del Cancer Cervicouterino,
realizar estudios comparativos prospectivos que permitieran reevaluar y actualizar el sistema de
clasificacion citoldgica segun la Clasificacion de Bethesda, 2001.

Es conocido el papel de las infecciones por PVH en el desarrollo de lesiones precursoras y cancer en otras
localizaciones del tracto genital inferior, ademés del cuello uterino, como la vulva o la vagina. EIl ano es
también un organo donde la infeccion con PVH-AR puede conllevar al desarrollo de lesiones precursoras y
cancer anal (CA). La transmision de la infeccion es muy frecuente a esta regidn anatomica, tanto en mujeres
como en hombres, debido a la cercania a la vagina o a las practicas sexuales que incluyen sexo anal (10).

El CA en la poblacién general no suele ser muy frecuente, aunque su incidencia se ha incrementado en los
ultimos afos, sobre todo en grupos especificos de individuos con algin tipo de inmunocompromiso, como
es el caso de aquellos que viven con VIH/sida (11, 13), fundamentalmente los hombres que tienen sexo con
otros hombres (HSH). La relacion causal entre la infeccion por PVH y el CA se ha establecido sobre la base
de suficientes evidencias (11, 13). Sin embargo, aunque la mayoria de los HSH se infecta con algin
genotipo de PVH por lo menos una vez en su vida, la mayoria no desarrollard el CA (11, 13).

En esta investigacion se realiza por primera vez en Cuba, la deteccion de Papilomavirus humanos y de
lesiones precursoras del cancer anal en hombres seropositivos a VIH y los resultados evidencian la elevada
prevalencia de genotipos oncogeénicos y de coinfecciones. Ademas, se detecta un gran nimero de casos con
algun tipo de anomalia citoldgica. Esta es una de las poblaciones de riesgo mas propensa al desarrollo de
lesiones anales causadas por PVH, fundamentalmente porque son individuos inmunocomprometidos y
porque la infeccién por PVH en el ano se caracteriza por largos periodos de persistencia viral (278). La
comunidad cientifica internacional ha unido sus esfuerzos e investigaciones para el desarrollo de un
programa de deteccion precoz del CA en los grupos de riesgo mas vulnerables (277). La elevada
prevalencia de genotipos oncogénicos de PVH encontrada en esta poblacion y su asociacion con las
lesiones intraepiteliales anales, constituye un hallazgo de interés clinico y epidemioldgico. Esta informacion
es de gran utilidad, para considerar la introduccion en Cuba de la pesquisa y el seguimiento del CA y sus
lesiones precursoras en HSH. Es importante destacar que en estos individuos se detectaron, de manera mas
frecuente los tipos de PVVH que se incluyen en todas las formulaciones vacunales contra P\VVH aprobadas por
la FDA.

En esta investigacion se identifican, por primera vez en grupos de individuos cubanos, las variables
predictivas para la infeccion por PVH detectado por técnicas moleculares. Fundamentalmente, el habito de

fumar y el uso de anticonceptivos orales en las muijeres; asi como la practica sexual oral-genital y ano-
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receptiva en los hombres seropositivos a VIH. Esta informacion, aporta una herramienta valiosa en la
prevencion, el manejo clinico, tratamiento y seguimiento de las lesiones precursoras y la progresion al
cancer cervicouterino y anal. Los resultados obtenidos sobre la relacion entre las variables clinicas y
epidemioldgicas predictivas de la infeccion viral y para desarrollar lesiones de alto grado o céncer
contribuyen al conocimiento de la interaccion virus-hospedero en relacion con la identificacion de puntos
vulnerables en la educacion sexual de la poblacion y en el papel de la atencion primaria de salud.

Los estudios de epidemiologia molecular realizados a escala global van un paso mas alla en la etapa actual,
pues han permitido identificar los genotipos de PVVH que circulan en cada area geografica y asi demostrar la
factibilidad de la aprobacion de las vacunas profilacticas disefiadas contra PVH. La vacuna Gardasil ®9
incluye cinco genotipos de PVH-AR (PVH 31, 33, 45, 52 y 58), ademés de 16 y 18. Su uso permitia la
prevencion de aproximadamente 90% de los casos, lo cual seria el camino a la erradicacion del CC (135-
137).

Esta investigacion, fue realizada en grupos de individuos residentes solo en La Habana y aunque los
resultados no pueden ser extrapolados al resto de las provincias, aporta informacion importante y novedosa.
La Habana tiene como particularidad, la de ser una capital cosmopolita, ademas de contar con el mayor
porcentaje de migraciones desde otras provincias, por lo que los datos describen una situacion a tener en
cuenta.

La importancia de este estudio radica en aportar informacion, desde el punto de vista cientifico, para
demostrar que no se cuenta actualmente con todas la herramientas para actuar de manera eficiente en la
prevencion, deteccidon precoz y control de las neoplasias del tracto genital inferior. La citologia
cervicouterina no debe ser la Gnica herramienta que tenga el sistema de salud publica para estos propositos
en la época actual.

Los resultados obtenidos en esta investigacion han permitido identificar varios aspectos que podrian
mejorar la prevencion, deteccion precoz y el manejo de las lesiones precursoras de cancer cervicouterino.
Se debe valorar la inclusion de los métodos de deteccion de ADN de PVH, el empleo de la citologia anal
como un metodo de pesquisa y deteccion precoz del CA, la actualizacion del sistema de clasificacion
citolégica empleado en Cuba segun el Sistema de Clasificacion Citologica Bethesda 2001 y la posibilidad
de incluir dentro del programa nacional de inmunizacion la vacunacion contra PVH para los grupos etarios

establecidos en las normas internacionales.
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VI CONCLUSIONES
La elevada prevalencia de genotipos de Papilomavirus humanos de alto riesgo oncogénico y la
frecuencia de lesiones intraepiteliales cervicales y anales en los individuos estudiados, evidencia la
necesidad de establecer un método de pesquisa viroldgica y seguimiento en estas poblaciones.
Las mujeres sexualmente activas, menores de 25 afios, constituyen una poblacion vulnerable para el
desarrollo precoz de lesiones precursoras del cancer cervical, lo cual apoya la necesidad de realizar
investigaciones mas amplias en estos grupos etarios y estudios de linea de base en la poblacion cubana.
La elevada prevalencia de genotipos de Papilomavirus humanos de alto riesgo oncogénico en mujeres
con citologia negativa constituye un hallazgo sobre la posibilidad de atipias celulares asociadas a la
infeccion y que deben ser estudiadas con mayor profundidad desde el punto de vista citol6gico.
La determinacién de las variables epidemioldgicas predictoras de la infeccion con genotipos
oncogeénicos y de lesiones cervicales y anales, aporta una herramienta valiosa en el manejo clinico,
tratamiento y monitoreo de la progresion al cancer en estas localizaciones.
La carga viral de Papilomavirus humanos constituye un marcador de severidad y progresion, Gtil para el

seguimiento de las lesiones precursoras del cancer cervicouterino y anal.
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VII RECOMENDACIONES
Ampliar el estudio con un mayor nimero de muestras y hacerlo extensivo a otras provincias del pais.
Recomendar al Programa Nacional para el Control del Céncer Cervicouterino la introduccion de las
pruebas moleculares para la deteccion de Papilomavirus humanos, en los casos que asi lo requieran y
evaluar la actualizacion del sistema de clasificacion citoldgica segun el Sistema Bethesda, 2001;
mediante un estudio comparativo prospectivo.
Profundizar en los estudios de deteccion de Papilomavirus humanos de alto riesgo oncogénico y
lesiones anogenitales en mujeres sexualmente activas, entre 15 y 25 afios y en hombres.

Proponer al MINSAP considerar la introduccion de la vacunacién contra Papilomavirus humanos en
Cuba.
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IX ANEXOS
ANEXO 1

Datos generales de la poblacion femenina entre 15 y 59 afios residentes en 4 municipios de La Habana,
analizadas entre enero de 2007 y diciembre de 2009.

Variable Pacientes  Por ciento
n=519 (%) 100
Edad, mediana en afios 34 -
(Cuartil) (27,0-42,0)
Rangos 15-20 44 8,5
21-30 145 279
31-40 180 34,7
>40 150 289
Nivel de escolaridad Primaria y Secundaria Bésica 148 28,5
Preuniversitario y Técnico Medio 263 50,7
Universitario 108 20,8
Situacion Laboral Profesional 91 175
Otras 428 82,5
Estado Civil Casada 335 68,4
Divorciada, Soltera o Viuda 164 31,6
Consumo de cigarrillos Si 269 51,8
Edad de la menarquia <10 44 8,5
Rangos 10-14 420 80,9
>14 55 10,6
Edad de las primeras relaciones <15 31 6,0
sexuales 15-20 428 82,5
Rangos 21-30 60 11,6
Ciclos menstruales irregulares Si 87 16,8
Menopausia Si 68 13,1
Metrorragia Si 25 48
Parejas sexuales referidas en los <2 474 91,3
Gltimos dos afios >2 45 8,7
Uso del condon Si 22 4,2
Uso de anticonceptivos orales <5 468 90,2
Rango( aios) >5 51 98
Partos 0 97 18,7
>1 422 81,3
Leucorrea Si 165 31,8
Antecedentes de alguna cirugia Si 58 11,2
cervical
Antecedentes de citologia positiva Si 171 32,9
Antecedentes de colposcopia positiva  Si 169 32,6
Otras ITS Si 303 584

Fuente: Modelo de recogida de informacion. Abreviaturas: ITS: infecciones de transmision sexual.
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ANEXO 2

Operacionalizacion de las variables para definir la asociacion entre la infeccion por PVH y las lesiones
intraepiteliales cervicales en mujeres entre 15 y 59 afios residentes en 4 municipios de La Habana. Enero 2007-
diciembre 20009.

Variable Tipo Operacionalizacion
Escala Descripcion
Infeccion por PVH Cualitativa ~ Si Presencia del PVH en cuello uterino
nominal No (determinado a través de RCP
cualitativa).
Infeccion por PVH 6, Cualitativa ~ Si Presencia del PVH 6, 11, 16, 18, 31, 32,
11, 16, 18, 31, 32, 33, nominal No 33, 35,39, 40, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56,
35,39, 40, 45,51, 52, 58, 59, 61, 66, 69, 70, 73, 155, 291 en
53, 54, 55, 56, 58, 59, cuello uterino (determinado a traves de
61, 66, 69, 70, 73, 155, RCP-cualitativa e hibridacion Dot Blot
291 con sonda especifica)
Mezcla 1 de PVH Cualitativa ~ Si Presencia de una mezcla de PVH de
nominal No mediano o desconocido riesgo

oncogénico (62, 71, 74, 84y 90)
(determinado a través de RCP-cualitativa
e hibridacién Dot Blot con sonda

especifica)
Mezcla 2 de PVH Cualitativa ~ Si Presencia de una mezcla de PVH de alto
nominal No riesgo oncogénico (67, 68, 82y 85)

(determinado a través de RCP-cualitativa
e hibridacion Dot Blot con sonda

especifica)
Resultados de la Cualitativa - Insatisfactorias Interpretacion de los resultados de la
citologia cervicouterina  nominal - Satisfactorias citologia cervical, para evaluar si existen

0 no lesiones intraepiteliales cervicales.
SegUn el Programa Cubano de
Diagnastico Precoz del Cancer de Cuello

de Utero
Resultados de la Cualitativa  -Negativas Interpretacion de los resultados de la
citologia cervicouterina  ordinal -NIC | citologia cervicouterina, segin el
-NIC I Programa Cubano de Diagndstico Precoz
-NIC I del Céncer de Cuello de Utero
Abreviaturas: PVH: Papilomavirus humanos; RCP-TR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa; NIC I, 1l y I

Neoplasias Intraepiteliales Cervicales de grados I, 11 y 111
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ANEXO 3

Operacionalizacion de las variables para definir la asociacion entre la infeccion por PVH, las lesiones
intraepiteliales cervicales y los factores sociodemograficos, epidemioldgicos y clinicos en mujeres entre 15y 59
anos residentes en 4 municipios de La Habana. Enero 2007-diciembre 2009.

Variable Tipo Operacionalizacién
Escala Descripcion
Edad Cuantitativa 15-20 Edad en afios cumplidos. Dato tomado de la
continua 21-30 encuesta.
31-40
>40
Nivel de escolaridad Cualitativa Primaria/Secundaria Nivel educacional maximo alcanzado. Dato
ordinal Pre-Universitario/  tomado de la encuesta.
Técnico Medio
Universitario
Situacion laboral Cualitativa Profesional Ocupacién remunerada a la que se dedica
ordinal Oftras habitualmente.
Estado civil Cualitativa Casada Situacidn legal o no legal que conlleve a la
ordinal Divorciada, Soltera  convivencia y practica o no de relaciones sexuales
0 Viuda con una pareja masculina. Dato tomado de la
encuesta.
Consumo de Cualitativa Si Costumbre o conducta de fumar cigarrillos. Dato
cigarrillos nominal No tomado de la encuesta.
Edad de lamenarquia  Cuantitativa <10 Edad en afios cumplidos cuando tuvo su primera
continua 10-14 menstruacion. Dato tomado de la encuesta.
>14
Edad de las primeras Cuantitativa <15 Edad en afios cumplidos cuando tuvo su primera
relaciones sexuales continua 15-20 relacion sexual. Dato tomado de la encuesta.
21-30
Ciclos menstruales Cualitativa Si Variaciones en la férmula menstrual o ciclos
irregulares nominal No anovulatorios. Dato tomado de la encuesta.
Menopausia Cualitativa Si Cambios en los ciclos menstruales, hormonales o
nominal No animicos asociados al climaterio. Dato tomado de
la historia clinica y de la encuesta.
Metrorragia Cualitativa Si Sangrado fuera del ciclo menstrual. Dato tomado
nominal No de la historia clinica y de la encuesta.
Parejas sexuales Cuantitativa 1 Cantidad de parejas con las que mantuvo
referidas en los discreta 2-4 relaciones en los dos afios previos al estudio y en
Gltimos dos afios 5-10 el momento del estudio. Dato tomado de la
>10 encuesta.
Uso de condén Cualitativa Si Disposicion o conducta habitual de mantener
nominal No relaciones sexuales utilizando condén. Dato
tomado de la encuesta.
Uso de Cuantitativa <5 Tiempo en afios consumiendo tabletas
anticonceptivos orales  continua >5 anticonceptivas con o sin prescripcion médica.
Dato tomado de la encuesta.
Partos Cuantitativa 0 NUmero de partos fisioldgicos o mediante cesarea.
discreta >1 Dato tomado de la encuesta.
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Leucorrea Cualitativa
nominal
Antecedentes de Cualitativa
alguna cirugia nominal
cervical
Antecedentes de Cualitativa
citologia positiva nominal
Antecedentes de Cualitativa
colposcopia positiva nominal

Antecedentes de ITS Cualitativa
nominal

Abreviaturas: ITS: infecciones de transmisién sexual.

Si
No
Si
No

Si
No

Si
No

Si
No

Expulsion de secreciones vaginales en el
momento del estudio. Dato tomado de la encuesta.
Historia anterior de haber sido sometida a alguna
intervencion quirtirgica en el cuello uterino. Dato
tomado de la historia clinica y de la encuesta.
Historia anterior de haber sido diagnosticada con
alguna citologia positiva, segun el Programa
Cubano de Diagnostico Precoz del Céancer de
Cuello de Utero. Dato tomado de la historia
clinica'y de la encuesta.

Historia anterior de haber sido diagnosticada con
alguna colposcopia positiva, segin el Programa
Cubano de Diagndstico Precoz del Cancer de
Cuello de Utero. Dato tomado de la historia
clinicay de la encuesta.

Haber padecido alguna infeccidn de transmision
sexual en alglin momento anterior al estudio. Dato
tomado de la historia clinica y de la encuesta.
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ANEXO 4

Modelo de recogida de la informacién (cuestionario)

Fechadetomade muestra  Tipode Muestra ~ Muestratomadapor  Hospital

I- DATOS PERSONALES.

Nombre y Apellidos:

Fecha de nacimiento: Edad: Ndmero de HC:

Cl: Direccion:

Centro de Trabajo: Teléfono:

1I-ULTIMO GRADO DE ESCOLARIDAD ALCANZADO.
Elemental  Primario_ Secundaria___ Preotecnolégico  Universitario

I11-SITUACION LABORAL.

Amadecasa__ Estudiante  Obrera_ Técnica__ Profesional  Cuentapropia

IV-ESTADO CIVIL.
Soltera  Casada _ Viuda___ Divorciada

V-HISTORIA ANTICONCEPTIVA.

a: (actual)

DIU___ Progesten+Estradiol__ P___ Control___ Tiempo de uso
b: (anterior a la actual)

DIU P+ P Condon Tiempo de uso

VI-HISTORIA OBSTETRICA.
Edad de la primera menstruacion
Ultima menstruacion (fecha)

Trastornos Menstruales Metrorragia Leucorrea
Menopausia Espontanea
Quirdrgica Total
Parcial
Edad de inicio de las primeras relaciones sexuales
Embarazos Primer parto Total Abortos Espontaneos
Normales Provocados
Patolégicos

NUmero de parejas sexuales referidas en los Gltimos dos afios

VII-HISTORIA GINECOLOGICAY de ITS.
a) Antecedentes de enfermedades ginecoldgicas de naturaleza infecciosa:

Condiloma___ Gonorrea_ Monilias___ Sifilis__ Trichomonas__ Herpes Genital

Herpes Oral
Otras
Actuales ITS
b) Antecedentes de prueba citol6gica alterada: Si No
¢) Antecedentes de cirugia cervical: Si No
d) Antecedentes de colposcopia positiva Si No
VII-HABITOS TOXICOS (en los tltimos 10 afios): a) Cigarro b) Alcohol
IX-RESULTADOS:

Prueba citolégica ~ Colposcopia Biopsia  PVH-RCP
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ANEXO 5
Forma de Consentimiento informado

La que suscribe:

Se me ha explicado que los Papilomavirus humanos estan asociados con alteraciones en células del cuello del
Utero y puede provocar cancer cervicouterino. Resulta muy importante entonces reconocer la presencia o no del
virus en las pacientes sin antecedentes de patologias de cuello o en la citologia anterior realizada segun el
Programa Cubano de Diagndstico Precoz del Cancer de Cuello de Utero. Es esencial esta informacion en la
poblacion de diferentes grupos de edades, es por ello que este estudio incluye mujeres desde 15 hasta 59 afios
que tienen una vida sexualmente activa. Se me dicho que esta investigacion se titula: Deteccidn y tipificacion de
Papilomavirus humanos en mujeres entre 15y 59 afios residentes en 4 municipios de La Habana, presencia
de lesiones intraepiteliales cervicales y variables clinicas y epidemioldgicas asociadas.

Se me ha informado que seré incluida en un estudio y me someteré a una prueba citolégica con el personal
calificado y entrenado para tales tareas del hospital donde se realizara la toma de las muestras para el estudio.
Igualmente se me ha informado que puedo aceptar o no. La informacion obtenida seré del conocimiento de los
meédicos e investigadores participantes en la investigacion y los datos personales de los pacientes no seran
divulgados. Mi identidad no puede ser revelada y los datos clinicos y microbioldgicos permaneceran en forma
confidencial, a menos que sean solicitados por Ley. Los resultados de este estudio pueden ser publicados.

El posible beneficio que tendré de este estudio es que se podra establecer un mejor diagndstico de la enfermedad
0 de la infeccidn viral, si la tuviera, lo que permitira un seguimiento adecuado.

De acuerdo a las informaciones recibidas, se me ha solicitado el consentimiento de participacion y se han
respondido mis preguntas y aclarado mis dudas. Ademas queda claro que puedo ser excluida del estudio en el
momento que lo desee y estime conveniente. Por tanto he aceptado mi inclusion y para que asi conste firmo
conjuntamente con los investigadores principales en el estudio.

Nombre y Apellidos del paciente y/o padre o tutor participante en el estudio:

Firma del paciente y/o padre o tutor participante en el estudio:
Nombre y Apellidos del testigo: Firma:

Yo. meédico especialista en Medicina General Integral y/o Ginecologia y
Obstetricia, por medio de la presente declaro haberle explicado a la paciente todo lo relacionado con este estudio
e igualmente certifico que la misma ha participado de forma absolutamente voluntaria.

Firmo la presente:
Fecha:

Investigador Principal Firma
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ANEXO 6

Datos generales de la poblacion mayor de 30 afios atendida en las consultas de Patologia de Cuello Uterino de
dos hospitales ginecobstétricos de La Habana entre enero de 2009 y diciembre de 2011.

Variable Pacientes  Por ciento
n=322 (%)100
Edad, mediana en afios 40,0
(Cuartil) (35,0-45,0)
Rangos 30-40 178 55
>41 144 447
Nivel de escolaridad Primaria/Secundaria 60 18,6
Pre-Universitario/ Técnico 179 55,6
Medio 83 25,8
Universitario
Estado civil Casada 227 70,5
Divorciada, Soltera o Viuda 95 29,5
Consumo de cigarrillos y/o Si 81 25,2
alcohol No 241 74,8
Edad de la menarquia <10 36 112
10-14 262 81,4
>14 24 75
Edad de las primeras relaciones <15 31 9,6
sexuales 15-20 255 79,2
21-30 36 11,2
Menopausia Si 43 134
No 279 86,6
Metrorragia Si 23 71
No 299 92,9
Parejas sexuales referidasenlos <2 307 95,3
Gltimos dos afios >2 15 4.7
Uso de condédn Si 9 2,8
No 313 97,2
Uso de DIU Si 157 48,8
No 165 51,2
Uso de anticonceptivos orales 0 196 60,9
<5 42 13
>5 84 26,1
Embarazos 0 18 5,6
1-2 106 32,9
>3 198 61,5
Partos 0 44 13,7
1-2 244 75,8
>3 34 10,6
Leucorrea Si 129 40,1
No 193 59,9
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Antecedentes de alguna cirugia
cervical

Antecedentes de citologia
positiva

Colposcopia positiva

Antecedentesde ITS

Si
No
Si
No
Si
No
SD
Si
No

31
201
217
105
152
160

10
188
134

9,6
90,4
674
32,6
47,2
49,7

31
58,4
41,6

Fuente: Modelo de recogida de la informacién. Abreviaturas: DIU: dispositivo intrauterino; SD: sin datos disponibles;

ITS: infecciones de transmision sexual.
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ANEXO 7

Operacionalizacion de las variables para definir la asociacion entre la infeccion por PVH vy las lesiones
intraepiteliales cervicales de alto grado, bajo grado y céncer cervicouterino en mujeres mayores de 30 afios
atendidas en las consultas de Patologia de Cuello Uterino de dos hospitales ginecobstétricos de La Habana.
Enero 2009-diciembre 2011.

Tipo Operacionalizacion
Variable
Escala Descripcion
Infeccion por PVH Cualitativa Si Presencia del PVVH en cuello uterino
nominal  No (determinado a través de RCP
cualitativa).
Infeccion por Cualitativa Si Presencia del PVH 6, PVH 11 en cuello
PVH 6, PVH 11 nominal  No uterino (determinado a traves de RCP-
cualitativa tipo especifica)
Infeccion por Cualitativa Si Presencia del PVH 16, 18, 31, 33, 45, 58
PVH 16, 18,31, 33,45, nominal No en cuello uterino (determinado a través
58 de RCP-TR)
Infecciones multiples Cualitativa Si Presencia de infeccion por varios
por PVH nominal  No genotipos de PVH.
Infecciones con Cualitativa Si Presencia de infeccion por un genotipo
genotipos mayoritarios ~ nominal  No mayoritario de PVVH a través del método
de PVH de secuenciacion nucleotidica.
Resultados de la Cualitativa - Insatisfactorias Interpretacion de los resultados de la
citologia cervicouterina  nominal - Satisfactorias citologia cervical, para evaluar si existen
0 no lesiones intraepiteliales cervicales.
Resultados de la Cualitativa -Negativas Interpretacion de los resultados de la
citologia cervicouterina  ordinal -Lesiones de Bajo citologia cervicouterina, segin el
Grado (NIC ) Programa Cubano de Diagnéstico Precoz
-Lesiones de Alto del Cancer de Cuello de Utero,
Grado (NIC Iy NIC  incluyendo los criterios del Sistema
1)} Bethesda, 2001 para las citologias
-Cancer cervicouterinas que agrupa las lesiones en
cervicouterino alto y bajo grado.

Abreviaturas: PVH: Papilomavirus humanos; RCP-TR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real; NIC I, 11
y llI: Neoplasias Intraepiteliales Cervicales de grados I, 11 y il
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ANEXO 8

Operacionalizacion de las variables para definir la asociacion entre la infeccion por PVH, las lesiones
intraepiteliales cervicales de alto grado, bajo grado y cancer cervicouterino y los factores sociodemograficos,
epidemioldgicos y clinicos en mujeres mayores de 30 afios atendidas en las consultas de patologia de cuello
uterino de dos hospitales ginecobstétricos de La Habana. Enero 2009-diciembre 2011.

Variable Tipo Operacionalizacion
Escala Descripcion
Edad Cuantitativa ~ 30-40 Edad en afios cumplidos. Dato tomado de
continua >41 la encuesta.
Nivel de escolaridad Cualitativa Primaria/Secundaria Nivel educacional méximo alcanzado.
ordinal Pre-Universitario/ Dato tomado de la encuesta.
Técnico Medio
Universitario
Estado civil Cualitativa Casada Situacion legal o no legal que conlleve a la
ordinal Divorciada, Solterao  convivencia y practica o no de relaciones
Viuda sexuales con una pareja masculina. Dato
tomado de la encuesta.
Consumo de Cualitativa Si Costumbre o conducta de fumar cigarrillos
cigarrillos y/o alcohol ~ nominal No ylo consumir bebidas alcoholicas. Dato
tomado de la encuesta.
Edad de lamenarquia Cuantitativa <10 Edad en afios cumplidos cuando tuvo su
continua 10-14 primera menstruacion. Dato tomado de la
>14 encuesta.
Edad de lasprimeras  Cuantitativa <15 Edad en afios cumplidos cuando tuvo su
relaciones sexuales continua 15-20 primera relacion sexual. Dato tomado de
21-30 la encuesta.
Menopausia Cualitativa Si Cambios en los ciclos menstruales,
nominal No hormonales o animicos asociados al
climaterio. Dato tomado de la historia
clinica'y de la encuesta.
Metrorragia Cualitativa Si Sangrado fuera del ciclo menstrual. Dato
nominal No tomado de la historia clinica'y de la
encuesta.
Parejas sexuales Cuantitativa <2 Cantidad de parejas con las que mantuvo
referidas en los discreta >2 relaciones en los dos afios previos al
Gltimos dos afios estudio y en el momento del estudio. Dato
tomado de la encuesta.
Uso de conddn Cualitativa Si Disposicién o conducta habitual de
nominal No mantener relaciones sexuales utilizando
condon. Dato tomado de la encuesta.
Uso de DIU Cualitativa Si Conducta habitual de utilizar algin tipo de
nominal No dispositivo intrauterino como método
anticonceptivo. Dato tomado de la
encuesta.
Uso de Cuantitativa 0 Tiempo en afios consumiendo tabletas
anticonceptivos orales  continua <5 anticonceptivas con o sin prescripcion
>5 meédica. Dato tomado de la encuesta.
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Embarazos

Partos

Leucorrea

Antecedentes de
alguna cirugia
cervical

Antecedentes de
citologia positiva

Colposcopia positiva

Antecedentes de ITS

Abreviaturas: DIU: dispositivo intrauterino; SD: sin datos disponibles; ITS: infecciones de transmision sexual.

Cuantitativa
discreta

Cuantitativa

discreta

Cualitativa
nominal

Cualitativa

nominal

Cualitativa
nominal

Cualitativa
nominal

Cualitativa
nominal

Si
No

Si
No

Si
No
SD

Si
No

NUmero de embarazos que haya llegado a
su término o que hayan sido interrumpidos
de forma provocada o espontanea. Dato
tomado de la encuesta.

NUmero de partos fisiol6gicos 0 mediante
cesérea. Dato tomado de la encuesta.

Expulsion de secreciones vaginales en el
momento del estudio. Dato tomado de la
encuesta.

Historia anterior de haber sido sometida a
alguna intervencion quirargica en el cuello
uterino. Dato tomado de Ia historia clinica
y de la encuesta.

Historia anterior de haber sido
diagnosticada con alguna citologia
positiva, segun el Programa Cubano de
Diagndstico Precoz del Cancer de Cuello
de Utero. Dato tomado de la historia
clinicay de la encuesta.

Colposcopia positiva en el momento del
estudio, seguin el Programa Cubano de
Diagnéstico Precoz del Cancer de Cuello
de Utero. Dato tomado de la historia
clinicay de la encuesta.

Haber padecido alguna infeccidn de
transmision sexual en algiin momento
anterior al estudio. Dato tomado de la
historia clinica y de la encuesta.
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ANEXO 9

Modelo de recogida de la informacién (cuestionario)

Fechade tomade muestra  Tipode Muestra ~ Muestra tomada por Hospital

I- DATOS PERSONALES.

Nombre y Apellidos:

Fecha de nacimiento: Edad: NUmero de HC:

Cl: Direccion:

Centro de Trabajo: Teléfono:

II-ULTIMO GRADO DE ESCOLARIDAD ALCANZADO.
Elemental  Primario_ Secundaria___ Pre otecnolégico  Universitario

I11-SITUACION LABORAL.

Amadecasa _ Estudiante Obrera_ Técnica___ Profesional _ Cuenta propia___

IV-ESTADO CIVIL.
Soltera_ Casada _ Viuda __ Divorciada

V-HISTORIA ANTICONCEPTIVA.

a: (actual)

DIU___ Progesten+Estradiol P Control __ Tiempo de uso
b: (anterior a la actual)

DIU P+ P___ Conddn Tiempo de uso

VI-HISTORIA OBSTETRICA.
Edad de la primera menstruacion
Ultima menstruacion (fecha)

Trastornos Menstruales Metrorragia Leucorrea
Menopausia Espontanea
Quirdrgica Total
Parcial
Edad de inicio de las primeras relaciones sexuales
Embarazos Primer parto Total Abortos Espontaneos
Normales Provocados
Patolégicos

NUmero de parejas sexuales referidas en los ultimos dos afios

VII-HISTORIA GINECOLOGICAY de ITS.
a) Antecedentes de enfermedades ginecoldgicas de naturaleza infecciosa:

Condiloma___ Gonorrea___ Monilias___ Sifilis__
Herpes Oral

Trichomonas___ Herpes Genital
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Otras

Actuales ITS

b) Antecedentes de prueba citolégica alterada: Si No

¢) Antecedentes de cirugia cervical: Si No

d) Antecedentes de colposcopia positiva Si No

VIHI-HABITOS TOXICOS (en los tltimos 10 afios): a) Cigarro b) Alcohol

IX-RESULTADOS:

Prueba citolégica ~ Colposcopia Biopsia  PVH-RCP

PVH-RCP-TR PVH-secuencia

Datos de la carga viral
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ANEXO 10
Forma de Consentimiento informado

La que suscribe:

He sido informada: Los Papilomavirus humanos que causan infecciones del tracto anogenital son transmitidos
por via sexual y estan asociados a una serie de manifestaciones clinicas que pueden variar desde lesiones y
condilomas benignos hasta alteraciones cervicouterinas displasicas de diferente grado (leves, moderadas y
severas) y cancer cervicouterino. Muchas infecciones pueden ser inaparentes o asintomaticas sin embargo el
virus puede estar presente en las mucosas cervicouterinas y causar lesiones a largo plazo. Este agente viral se ha
detectado en un 20% de mujeres con prueba citologica normal, en mas de un 50% de mujeres con citologia
alterada y en casi 100% de los casos de cancer cervicouterino. Existen ciertos factores de riesgo que pueden
estar relacionados con esta enfermedad tales como las conductas sexuales de riesgo, el consumo de tabletas
anticonceptivas, el tabaquismo, entre otras.

Hago costar, por este medio, mi disposicion y consentimiento informado para participar en el estudio:
Deteccion de Papilomavirus humanos, carga viral y factores de riesgo asociados a la presencia de lesiones
intraepiteliales cervicales de alto grado, bajo grado y cancer cervicouterino en mujeres mayores de 30 afios
atendidas en las consultas de Patologia de Cuello Uterino de dos hospitales ginecobstétricos de La Habana,
analizadas entre enero de 2009 y diciembre de 2011.

Declaro que he sido informada del objetivo del estudio, que consiste en conocer la presencia de Papilomavirus
humano, genotipos y posibles causas e implicaciones en mujeres cubanas mayores de 30 afios residentes en
Ciudad de la Habana que han sido diagnosticadas como NIC de diferente grado o cancer cervicouterino.

Asi mismo que se me han explicado las ventajas que para nuestro pais y la salud publica significa conocer como
se esta comportando esta enfermedad en nuestra poblacion femenina, para poner en préctica medidas de control
y terapéutica eficientes.

Dejo constancia asi mismo que conozco que se realizara una toma de muestras de células o de tejido
endocervical, utilizando instrumental desechable para eliminar posibles riesgos de contaminacién. Ademas
queda claro que puedo ser excluida del estudio en el momento que lo desee y estime conveniente.

Nombre y Apellidos de la paciente participante en el estudio:

Firma de la paciente participante en el estudio:
Nombre y Apellidos del testigo: Firma:

Yo. medico especialista en ginecologia y obstetricia, por medio de la presente
declaro haberle explicado a la paciente todo lo relacionado con este estudio e igualmente certifico que la misma
ha participado de forma absolutamente voluntaria.

Firmo la presente:
Fecha:

Investigador Principal Firma
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ANEXO 11

Datos generales de la poblacion de individuos cubanos seropositivos a VIH con otras infecciones de
transmision sexual analizados entre abril y agosto de 2012.

Variable Pacientes Por ciento
n=56 (%)100

Edad, mediana en afios 35,0

(Cuartil) (27,0-46,0)

Rangos 15-24 12 214
25-34 17 304
35-44 10 179
45-54 13 232
55y més 4 71

Nivel de escolaridad
Primaria/ Secundaria 15 26,8
Preuniversitario/Técnico Medio 29 51,8
Universitario 12 214

Habitos toxicos
Habito de Fumar 25 44,6
Ingerir Alcohol 22 333

Edad de la primera relacion sexual

(afios) <15 19 33,9
>15 37 66,1

Parejas sexuales referidas en los

Ultimos dos afios 1 19 339
2-4 18 32,2
5-10 8 143
>10 11 19,6

Orientacion sexual
HSH 50 89,3
Heterosexual 6 10,7

Tipo de Préactica de sexo
Oral/Genital 51 91,1
Genital 5 89

Historia de relaciones

Sexuales ano-receptivas Si 48 85,7
No 8 143

Namero de parejas sexuales en los

Gltimos dos afios 1 pareja 19 34,0
2-4 18 321
5-10 8 143
>10 11 19,6

Conteo de Linfocitos T CD4+

(células/mm®) <200 18 32,1
200-499 29 51,8
>500 9 16,1

Presencia de condilomas Si 47 84,0
No 9 16.1

Fuente: Modelo de recogida de la informacion. Abreviaturas: HSH: hombres que tienen sexo con otros hombres.
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ANEXO 12

Operacionalizacion de las variables para definir la asociacion entre infeccion por PVH y las lesiones
intraepiteliales escamosas anales en hombres cubanos seropositivos a VVIH con otras infecciones de transmision
sexual. Abril-agosto 2012.

Variable Tipo Operacionalizacion
Escala Descripcion
Infeccion por PVH Cualitativa Si Presencia del PVH en ano
nominal No (determinado a través de RCP
cualitativa).
Infeccion por Cualitativa Si Presencia del PVH 6, PVH 11 en
PVH 6, PVH 11 nominal No cuello uterino (determinado a
través de RCP-cualitativa tipo
especifica)
Infeccion por Cualitativa Si Presencia del PVH 16, 18, 31,
PVH 16, 18, 31, 33,45, nominal No 33, 45, 58 en cuello uterino
58 (determinado a través de RCP-
TR)
Infecciones multiples  Cualitativa Si Presencia de infeccion por
por PVH nominal No varios genotipos de PVH.
Resultados de la Cualitativa - Insatisfactorias Interpretacion de los resultados
citologia anal nominal - Satisfactorias de la citologia anal, para evaluar
si existen o no LIEA, segun
Clasificacion de Bethesda, 2001
para las citologias cervicales y
anales.
Resultados de la Cualitativa Negativas Interpretacion de los resultados
citologia anal ordinal Atipicas de la citologia anal, segun la

Lesiones de Bajo Grado Clasificacién de Bethesda, 2001
Atipicas de Alto Grado para las citologias cervicales y
Lesiones de Alto Grado anales.

LIEA

Abreviaturas: PVH: Papilomavirus humanos; RCP-TR: reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real; LIEA:
lesiones intraepiteliales escamosas anales que incluyen lesiones de bajo grado, lesiones de alto grado v citologias atipicas
de alto grado; excluyen las citologias atipicas.
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ANEXO 13

Operacionalizacion de las variables para definir la asociacion entre infeccion por PVH, las lesiones
intraepiteliales escamosas anales y los factores sociodemogréficos, epidemioldgicos y clinicos en  hombres
cubanos seropositivos a VIH con otras infecciones de transmision sexual. Abril-agosto 2012.

Variable Tipo Operacionalizacion
Escala Descripcion
Edad Cuantitativa 20-29 Edad en afios cumplidos. Dato
continua 30-39 tomado de la encuesta.
40-49
55y mas
Nivel de escolaridad ~ Cualitativa Primaria/Secundaria Nivel educacional maximo
ordinal Pre-Universitario/ Técnico alcanzado. Dato tomado de la
Medio encuesta.
Universitario
Habito de fumar Cualitativa Si Costumbre o conducta de fumar
nominal No cigarrillos. Dato tomado de la
encuesta.
Ingestion de Cualitativa Si Costumbre o conducta de ingerir
Alcohol nominal No bebidas que contienen alcohol. Dato
tomado de la encuesta.
Edad de la primera Cuantitativa <15 afios Edad en afios cumplidos cuando
relacion sexual continua > 15 afios tuvo su primera relacién sexual. Dato
tomado de la encuesta.
Parejas sexuales Cuantitativa 1 Cantidad de parejas con las que
referidas en los discreta 2-4 mantuvo relaciones en los dos afios
Gltimos dos afios 5-10 previos al estudio y en el momento
>10 del estudio. Dato tomado de la
encuesta.
Orientacion sexual Cualitativa HSH Disposicion o conducta de mantener
nominal HT relaciones sexuales con personas de
su propio sexo y/o del sexo opuesto.
Dato tomado de la encuesta.
Tipo de practica de Cualitativa Oral/Genital Formas o vias de ejecutar el sexo 0
SEX0 nominal Genital las relaciones sexuales. Dato tomado
de la encuesta.
Historia de Cualitativa Si Antecedentes de haber realizado
relaciones sexuales nominal No préctica sexual ano-receptiva. Dato
ano-receptivas tomado de la encuesta.
Conteo de CD4+en  Cuantitativa <200 Conteo de linfocitos CD4+
el momento del discreta 200-500 (célulasimm?). Dato recogido de la
estudio >500 historia clinica.
(células/mm?®)
Presencia de Cualitativa Si Infeccion transmitida a través del
condilomas nominal No contacto sexual fundamentalmente,

causada por PVH de bajo riesgo
oncogénico. Dato recogido de la
encuesta Y la historia clinica.

Abreviaturas: PVH: Papilomavirus humanos; VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana; HSH: hombres que tienen
sexo con hombres; HT: heterosexuales.
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ANEXO 14
Modelo de recogida de la informacion (cuestionario)

Nombre y apellidos:

Carnet de identidad: Fecha de consulta:

No. HC: Sexo: Edad: Raza:
Escolaridad: Ocupacién: Fecha nacimiento:
Habitos toxicos: Cigarrillos __ Alcohol Drogas no legales
APP:

Edad de las primeras relaciones sexuales (incluye anales):

Orientacion sexual: HSH: (Homosexual __ Bisexual _ ) Heterosexual

Numero de parejas sexuales referidas (Ultimos 2 afios previos a la consulta):

Tipo de sexo: oral__ genital __ oral/genital __

Historia de relaciones sexuales anales: si__ no __ Receptor de sexo anal: si__no__
Fecha de diagndstico de VIH:

ITS actualmente:si__no____ ¢Cual (es)? fecha:
Manifestaciones cutaneas y/o mucosas de lesiones asociadas a ITS: (Descripcion)

Complementarios: VDRL 0 RPR TPHA
HBsAGQ:
Conteo de CD4+ Carga viral VIH

Anticuerpos séricos anti-VHC:
Tratamiento antirretroviral: si__no __

Resultados de la citologia anal (Descripcion):

Insatisfactoria: __ Satisfactoria para evaluacion:

Lesion intraepitelial anal de alto grado (Lesion de alto grado)

Células de significado indeterminado en las que no se puede descartar lesion de alto grado (Atipica de
alto grado)

Lesion intraepitelial anal de bajo grado (Lesién de bajo grado)

Células de significado indeterminado (Atipicas)

Negativa para lesiones intraepiteliales anales 0 malignidad (Negativa)

Tipo de PVH (RCP cualitativa)

Tipo de PVH (RCP-TR):

Datos de la carga viral de

PVH

132



ANEXO 15

Forma de Consentimiento informado
El que suscribe: :
Por medio de la presente se ha solicitado mi colaboracién completamente voluntaria, para formar parte de esta
investigacion titulada: Deteccion vy tipificacion de Papilomavirus humanos, valor de la carga viral y su posible
asociacion con las variables clinicas y epidemioldgicas en hombres cubanos seropositivos al VIH con otras
infecciones de transmision sexual.

Con el advenimiento de la epidemia de VIH se han incrementado un grupo de infecciones y otras afecciones que han
suscitado innumerables esfuerzos para esclarecer sus causas y otros aspectos. Entre las mencionadas afecciones
encontramos las Infecciones de Transmision Sexual en pacientes seropositivos al VIH y algunas neoplasias que han
aumentado su aparicion después del advenimiento de la terapia antirretroviral, como el cancer anal en hombres.

El propdsito fundamental de nuestro estudio es determinar las infecciones por Papilomavirus humanos (PVH) e
identificar lesiones precursoras del cancer anal, ademas de los factores que influyen en las mismas. Para esto,
necesitamos obtener una muestra del canal anal, a través de un hisopado, para realizar citologia anal e identificar los
genotipos de PVH con que esta infectando.

Se recogerén datos que serén llevados a un modelo de recogida de informacion, Ud. debe responder a las preguntas,
de forma voluntaria.

Los resultados obtenidos seréan estrictamente confidenciales, serdn del dominio de los investigadores principales del
estudio.

La finalidad del trabajo es elevar la calidad de vida de los pacientes con VIH/sida, a través de los resultados del
mismao.

Respetando los principios de voluntariedad, los participantes estan en todo su derecho de decidir si desean 0 no
formar parte de la investigacion, y una vez, si Ud. lo desea puede solicitar su exclusion. Esta decision sera respetada y
no conlleva a ninguna penalidad o pérdida de los beneficios, a los cuales tiene derecho, por disposicion del Sistema
Nacional de Salud Cubano, como ciudadano de este pais.

A cada participante se le informar el resultado de los estudios que se les realiz6. Con su aprobacion, los resultados de
la investigacion, en la cual Ud. tiene la posibilidad de participar, serdn publicados en instancias nacionales e
internacionales de forma anénima.

De acuerdo con lo planteado en este documento, yo estando en pleno uso de mis
facultades, accedo a participar en este estudio.

Del mismo modo certifico que participaré en dicho estudio de una forma absolutamente voluntaria, teniendo derecho
a conocer los resultados de los examenes que me fueron realizados. Certifico por la presente que autorizo a las
entidades sanitarias nacionales y/o extranjeras, al comité ético a consultar los informes hospitalarios que poseen mi
nombre, sin que por ello pierdan su caracter confidencial.

Nombre y Apellidos del paciente y/o padre o tutor participante en el estudio:

Firma del paciente y/o padre o tutor participante en el estudio:
Nombre y Apellidos del testigo: Firma:

Yo. médico especialista en dermatologia por medio de la presente declaro haberle
explicado al paciente todo lo relacionado con este estudio e igualmente certifico que el mismo ha participado de
forma absolutamente voluntaria.

Firmo la presente:
Fecha:
Investigador Principal Firma
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