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RESUMEN

Los Virus del Papiloma Humano (VPH) constituyen un diverso grupo de virus,
existen aproximadamente 45 genotipos involucrados en infecciones del tracto
anogenital, siendo los genotipos 16 y 18, los más prevalentes y principales
objetivos de varios estudios; las técnicas de detección y genotipificación,
utilizan herramientas moleculares como el ensayo de la Reacción en Cadena
de la Polimerasa (PCR) en Tiempo Real, para identificar de manera simultánea
varios genotipos oncogénicos de VPH.

El presente estudio, pretende determinar la infección por VPH Alto Riesgo en
muestras genitales de población boliviana, mediante la aplicación de tecnología
molecular para la genotipificación de VPH16 y VPH18 por PCR en Tiempo
Real. Los procedimientos utilizados para alcanzar nuestros objetivos, fueron:
La extracción de ADN viral por técnicas basadas en columnas de sílice, la
identificación de los VPH Alto Riesgo por PCR en Tiempo Real, y la
optimización de la PCR en Tiempo Real para la genotipificación de VPH16 y
18.

Los resultados obtenidos en la población total, muestran un 27,2% (IC 95%
19,72 – 34,54) de prevalencia de casos positivos para VPH Alto Riesgo, siendo
su presencia en mujeres del 30,6% (IC 95%   22,42 – 38,77); la presencia de
casos positivos según grupos de edad (chi cuadrado = 0,597 p = 0,43) y por
lugar de residencia (chi cuadrado = 3,73 p = 0,154) muestra que la presencia
de los VPH Alto Riesgo no varía considerablemente, obteniéndose datos
estadísticamente no significativos, teniendo en cuenta, que la recolección de
muestras, correspondía a un tipo de muestreo por conveniencia. En la
optimización de la reacción de PCR Real Time, se realizó el diseño de sondas
TaqMan® y primers por software especializado, y se determinó las
concentraciones de reactivos y temperaturas de reacción ideales, obteniéndose
un ensayo de tipo dúplex, útil para determinar en una misma reacción a los
genotipos de VPH16 y 18. La mayor presencia de VPH16 y VPH18 se
determinó en mujeres de 15 a 29 años (40% y 26,7% respectivamente). El
departamento de La Paz fue el que presentó mayores casos de VPH16 (30%),
y para VPH18 no se vieron grandes diferencias, siendo su distribución
semejante en los tres grupos clasificados.

Estos resultados demuestran que mediante la optimización e implementación
de nuevas técnicas moleculares, se puede lograr un mejor seguimiento
epidemiológico sobre la presencia de los VPH Alto Riesgo, siendo importante
mencionar que este estudio también podrá servir como base en el diseño de
nuevos estudios poblacionales y permitirá proporcionar una mejor guía sobre la
diseminación y presencia de los distintos genotipos oncogénicos de VPH en
nuestra población boliviana.

Palabras clave: Virus del Papiloma Humano, Cáncer Cervical, PCR Tiempo
Real, Sondas TaqMan®



ABSTRACT

The Human Papillomavirus (HPV) are a diverse group of viruses, there are
approximately 45 genotypes involved in genital tract infections, with genotypes
16 and 18, the most prevalent and objectives of several studies; detection
techniques and genotyping using molecular tools such as Polymerase Chain
Reaction (PCR) in Real Time, to identify simultaneously multiple oncogenic
HPV genotypes.

Our aim is to determine the High Risk HPV infection in genital samples of
Bolivian population through the application of molecular technology for HPV16
and HPV18 genotyping by Real Time PCR. The procedures used to achieve our
objectives were: Viral DNA extraction by techniques based on silica columns,
the identification of High Risk HPV by Real Time PCR, and the optimization of
the Real Time PCR genotyping for HPV16 and HPV18.

The results of the total population shows 27,2% (IC 95% 19,72 to 34,54)
prevalence of cases positive for HPV High Risk, with its presence in women of
30.6% (IC 95% 22.42 to 38.77); the presence of positive cases by age group
(chi square = 0.597 p = 0.43) and by place of residence (chi square = 3.73 p =
0.154) shows that the presence of HPV High Risk did not vary significantly,
yielding statistically insignificant data, considering that the collection of samples,
corresponding to a type of convenience sampling. In optimization of the Real
Time PCR reaction, TaqMan probe and primers design was performed by
specialized software, and it was determined the concentration of reagents and
reaction temperatures ideal, resulting in a duplex assay useful for determining in
a same reaction to the genotypes of HPV16 and HPV18. The increased
presence of HPV16 and HPV18 were found in women of 15 to 29 years (40%
and 26.7% respectively). The department of La Paz was the one who had
higher cases of HPV16 (30%), and HPV18 did not see big differences, and its
similar distribution in the three groups classified.

These results demonstrate that by optimization and implementation of new
molecular techniques can achieve a better epidemiological monitoring of the
presence of HPV High Risk, which is important to mention that this study may
also serve as a basis for the design of new population studies and allow provide
better guidance on the spread and presence of different oncogenic HPV
genotypes in our Bolivian population.

Keywords: Human Papillomavirus, Cervical Cancer, Real Time PCR, TaqMan
Probes



RESUMO

O Papilomavírus Humano (HPV) são um grupo diverso de vírus, existem cerca
de 45 genótipos envolvidos em infecções do trato anogenital, com os genótipos
16 e 18, o mais prevalente e os objetivos de vários estudos; as técnicas de
detecção e genotipagem utilizan ferramentas moleculares, como a Reação em
Cadeia da Polimerasa (PCR) em Tempo Real, para identificação simultânea
de vários genótipos de HPV oncogênicos.

Nosso objetivo, é determinar a infecção por HPV de alto risco em amostras
genitais de população boliviana através da aplicação de tecnologia molecular
para genotipagem de HPV16 e HPV18 por PCR em Tempo Real. Os
procedimentos utilizados para atingir os nossos objetivos foram: técnicas de
extração de DNA viral baseado em colunas de sílica, a identificação de HPV de
alto risco por PCR em tempo real, e a otimização de Real Time PCR para a
genotipagem de HPV16 e HPV18.

Os resultados do total da população mostram 27,2% (IC 95% 19,72-34,54) de
prevalência de casos positivos para HPV de alto risco, com a sua presença nas
mulheres de 30,6% (IC 95% 22,42-38,77); a presença de casos positivos por
faixa etária (qui-quadrado = 0,597 p = 0,43) e por local de residência (qui-
quadrado = 3,73 p = 0,154) mostra que a presença de HPV de alto risco não
variou significativamente, produzindo dados estatisticamente insignificantes,
considerando-se que a recolha de amostras, corresponde a um tipo de
amostragem por conveniência. Na otimização da reacção de PCR em Tempo
Real, concepção da sonda TaqMan e iniciadores foi realizado por um software
especializado, e concentrações de reagentes e temperatura preferida foi
determinada, resultando em um ensaio útil para a determinação duplex numa
mesma reação para os genótipos de HPV16 e HPV18. A maior presença de
HPV16 e HPV18 foi encontrada em mulheres de 15 a 29 anos (40% e 26,7%,
respectivamente). O departamento de La Paz foi o único que teve casos mais
elevados de HPV16 (30%), e HPV18 não teve grandes diferenças, e sua
distribuição foi semelhante nos três grupos classificados.

Estes resultados demonstram que por meio da otimização e implementação de
novas técnicas moleculares, pode-se conseguir uma melhor vigilância
epidemiológica da presença de HPV de alto risco, o que é importante
mencionar que este estudo também pode servir como base para a concepção
de novos estudos de população e permitir proporcionar uma melhor orientação
sobre a disseminação e presença de diferentes genótipos de HPV oncogênico
em nossa população boliviana.

Palavras chave: Papilomavírus Humano, Câncer Cervical, Real Time PCR,
Sondas TaqMan



JISK´ACHJAWI

Los Virus del Papiloma Humano (VPH) sataxa, mä mayja mayja qutu wirusawa
uttata, niya 45 genotiponakawa llilliri uñt´ata chínatuqüxata, VPH16 y VPH18
yäqata ajallanakawa; kamani lurawi genount´akipawa katuxa, kunjamtixa aka
Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) en Tiempo Real sataxa
moleculares yänaka irnaqixa ukhamata maypachata genotipos oncogénicos de
VPH uñtañataki.

Akïr kamakipawinxa kunjamatra llilliri VPH yanqhaxa, boliviano jaqi tamawina
genitales uñakipawina uñjatañäpataki tecnología molecular taypimpi
yant´añataki, genouñt´awipataki de VPH16 y VPH18 por PCR en Tiempo Real
sata tuqita. Thakinchawtuqita jikstañatakisti akirinakänusa: ADN viral apsuñana,
kamaw lurawtuqi sayt´a silicetuqita, VPH Alto Riesgo por PCR en Tiempo Real
tuqita, ukampirusa PCR en Tiempo Real jasatuqita VPH16 y VPH18 geno
uñt´awipataki.

Taqi jaqi tamata jiqhatata 27,2% (IC 95%   19,72 – 34,54) de prevalencia de
casos positivos para VPH Alto Riesgo satana uñist´asixa, ukhamata
warminakanxa 30,6% (IC 95%   22,42 – 38,77) uñstixa; jisanakaxa
maranatjama (chi cuadrado = 0,597  p = 0,43) utjawinkatjama (chi cuadrado =
3,73  p = 0,154) VPH Alto Riesgo sataxa janiwa ancha mayjt´kiti, kunjamtixa
jakhuwinakaxa jani yaqanakiwa, kunawrsatixa uñistawinakaxa apthapitakäna
ukawrsaxa laykutänwa. Reacción de PCR en Tiempo Real walichañanxa
TaqMan® waraqa sondanaka wakichatänwa, ukhamarusa primers por software
yäqatampi, ukampisa mayachjata reactivos y temperaturas de reacciones
ideales amtatänwa, ukhamata yant´a tipo dúplex jiqhatawina, kusa mä pachpa
p´arxta genotiponakana VPH16 y VPH18 wakiskiriñapataki. VPH16 y VPH18
jilïr unstanxa de 15 a 29 maraninakana warminakanxa (40% y 26,7%
arktañampi) iyawchatanwa. Chukyaw markawa VPH16 (30%) juk´ampi
iñchhinakaxa uñstanxa, VPH18 nipatakisti ancha mayjt´anakaxa janiwa
uñaskanti, kipka lakirpayana kimsa qutunakana chhijllataxa wakiskirïnwa.

Akïr uñstawinakaxa ch´allxtawinkasaxa, machaqa técnicas moleculares
chhijnuqanxa, kusa arktawa jusachasispa, yanqha usu VPH Alto Riesgo
uñstipanxa, ukhamata aka yatxatawixa jaqinakana wakiskirïñapataki, ukampisa
aski thakichjawispawa VPH genotipos oncogénicos uñstapañana, taqi jaqi
bolivianosataki.

Aru clave: Virus del Papiloma Humano, Cancer Cervical, PCR Tiempo Real,
Sondas TaqMan®



JUCH’URIMANCHANA

Chay Virus del Papiloma Humano (VPH) nisqaqa niyta munan siki ismusqa
unquy , chay kikin unquyqa 45 jina tiyan, chaymantapis  chay siki ismusqa
unquyqa siki uqutiwan chupilawan phichikuwan ima khuskachasqa kasqa, 16 y
18 jina tarikusqa,  imaynamantachus kay unquykuna rikhurimusqanmanta
yachaqasqanku chantapis  imaynatachus jark’akunman manaña kananpaq kay
Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) en Tiempo Real nisqaqa,
chaymantapis kay VPH nisqaqa kikinpachapi tukuy siki ismusqa unquykunata
khuskapi tarikunan tiyan.

Imaynatachus siki unquykunaqawan kay Bolivia runa kawsaqkunapi
rikhurimusqanmanta yachayta munakun kay yachaykunawanqa. Kay siki
unquykunata VPH16 y VPH18 por PCR en Tiempo Real nisqataqa Tecnologia
mecular nisqawan mask’aspa yachana tiyan. Chay ADN Viral nisqata urquspa
jinataq columnas sílice nisqawan ima mask’akuspa,  chay  VPH Alto Riesgo por
PCR en Tiempo Real, y la optimización de la PCR en Tiempo Real chay
genotipificación de VPH16 y 18 nisqaqa tarikusqa.

Tukuy siki ismusqa unquq runa  kawsaq llaqtapiqa tarikusqa 27,2% (IC 95%
19,72 – 34,54) jinataq  chay VPH Alto Riesgo nisqaqa achkha tarikullasqataq,
chaymantapis warmikunapi kallasqataq 30,6% (IC 95%   22,42 – 38,77);
mitakunamanjina wak qutukunapi kallasqataq (chi cuadrado = 0,597 p = 0,43)
jinataq maypichus tiyasqankumanjina kallasqataq (chi cuadrado = 3,73 p =
0,154)  kay VPH Alto Riesgo siki unquy  nisqaqa mana wajinachu aswanpis
kikin chay waqkunawan , mask’aspa  tarispa kay siki unquykuata jinataq sinrupi
churaspa ,sapa hukta maypi kanan tiyan chayman churaspa llamk’akusqa. Kay
PCR Real Time allin kananpaq ,kay TaqMan® ruwakusqa ñawpaqtaraq chay
software sumaq nisqawan,chaymantataq qutuchakusqa reactivos nisqa jinataq
q’uñikuna imaynachus kasqanmanjina, chay genotipos de VPH16 jinataq chay
18 juk allin sumaq siki ismusqa unquypaq jampita tarikusqa . Achkha  VPH16
jinataq VPH18 siki unquy tarikusqa, warmikunapi tarikusqa 15 a 29 años (40% y
26,7% jinallataq). Kay  departamento La Paz llaqtapi aswan achkha kasqa
VPH16 (30%) kay siki unquyqa, napaqtaq  VPH18 tumpalla pisi kasqa La Paz
llaqtaman jinaqa, chaymanta kimsa qutupi rak’ikusqa.

Kay VPH Alto riesgo nisqata  siki ismusqa unquy jampita tarispa, allinta tukuy
runata jampikunqa, chaymantapis kay siki unquy jampi tarisqa yachaqasqaqa
allin kanqa jampinapaq chay waq kikin unquykuna genotipos oncogénicos de
VPH nisqata ima, jinataq kay tukuy Boliviapi runa kawsaqkunapaq allin kanqa.

Akllasqa simi: Virus del Papiloma Humano, kunka chupila siki ismusqa unquy,
PCR Kunan Pachapi, Mask’ay TaqMan®
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1. INTRODUCCIÓN

Los Virus del Papiloma Humano (VPH) constituyen un diverso grupo de virus

ADN (Ácido desoxirribonucleico), dentro de este género existen varios

genotipos, los cuales tienen la capacidad de infectar a las células epiteliales

mucosas del tracto anogenital, y están implicadas  como agentes causales de

la mayoría de afecciones malignas de esta región anatómica, incluyendo los

Carcinomas de células escamosas del cérvix uterino, vulva, ano y pene (1).

La principal afección en mujeres está relacionada a la mortalidad por causa del

Cáncer Cervicouterino producto de la infección de estos virus en células

cervicales. En varones, una gran mayoría de las infecciones por VPH, se

presentan de manera subclínica, lo cual tiene como resultado, un potencial alto

número de portadores asintomáticos, quienes actúan como reservorios y

vectores para el virus, contribuyendo a la infección y la subsecuente

enfermedad cervical en mujeres (2).

Varios estudios reportan aproximadamente 45 tipos de VPH que están

involucrados en infecciones del tracto anogenital. Desde el punto de vista de su

asociación epidemiológica con el cáncer cervical, los VPH pueden clasificarse

en tres grupos: VPH alto riesgo (tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,

59, 68, 73 y 82), VPH de probable alto riesgo (tipos 26, 53 y 66) y  VPH bajo

riesgo (por ejemplo, tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44 y 70) (3). Dentro del grupo de

VPH alto riesgo, los genotipos 16 y 18 son los más prevalentes (4), siendo el

principal objetivo de varios estudios epidemiológicos así como del desarrollo de

vacunas (5).

En la actualidad, las técnicas de detección y genotipificación de los VPH

utilizan herramientas moleculares como el ensayo de la Reacción en Cadena

de la Polimerasa (PCR) en Tiempo Real, en la cual la detección y cuantificación

de los ácidos nucleicos se realiza mediante el uso de reporteros fluorescentes

en la reacción; el término en Tiempo Real se refiere a que la detección de los
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productos amplificados sucede en cada ciclo de la reacción, estas

características representan grandes ventajas, ya que el producto de

amplificación es monitoreado conforme transcurre la reacción (6,7). Esta

estrategia de amplificación permite la obtención de secuencias de gran

variabilidad genética, así como la identificación de varios genotipos de VPH

mediante el análisis de la amplificación de los productos de la PCR.

Estos estudios de genotipificación, son de mucha importancia en la

investigación del comportamiento clínico, ya que determinara la evolución de

las lesiones, además sirve como herramienta en la epidemiología de las

infecciones por VPH, y permite el desarrollo de nuevas vacunas dirigidas al

control de esta patología (8).

Aunque en nuestro medio la citología sigue siendo la prueba más utilizada para

establecer una posible lesión tumoral, este procedimiento tiene una sensibilidad

baja (51% aproximadamente) para la determinación de infección por VPH (9).

Por lo que existe la gran necesidad de la población en riesgo, para acceder a

nuevas técnicas que permitan un diagnóstico seguro y oportuno.  También se

debe tener en cuenta que la distribución y prevalencia de los distintos

genotipos dependen y varían según las regiones geográficas y factores

culturales/demográficos de la población (10).

Estudios científicos en décadas pasadas han otorgado evidencia definitiva de

que el cáncer cervical es una enfermedad transmitida sexualmente, que resulta

de la infección con ciertos tipos oncogénicos de alto riesgo de VPH, el ADN es

encontrado en el 99% de los canceres cervicales a nivel mundial (11).

Por esta razón, el presente estudio, tiene como objetivo determinar la infección

por VPH y los genotipos circulantes en muestras genitales de varones y

mujeres, que se procesaron en la unidad de diagnóstico molecular del

“Laboratorio de Genética y Diagnóstico Molecular LABOGEN”, mediante la

aplicación de tecnología molecular de tipo PCR en Tiempo Real.



3

2. JUSTIFICACIÓN

El Cáncer Cervicouterino es la segunda causa más común de cáncer que

afecta a la población femenina, presentando un estimado de 529.409 nuevos

casos y 274.883 muertes en el año 2008 a nivel mundial. Alrededor del 86% de

los casos ocurre en países en desarrollo y representa el 13% de los cánceres

femeninos (12). En Bolivia el tipo de cáncer más frecuente en las mujeres es el

Cervical, con tasas de incidencia de 36,4 por 100.000 mujeres de 25 a 64 años

de edad, siendo este grupo de edad el de mayor riesgo, también se sabe que el

cáncer cervical es cada vez más frecuente en personas jóvenes y de menor

edad (13).

Ante esta situación en nuestro país se realizan esfuerzos para asegurar la

mejora en los programas para la salud sexual y reproductiva de la población,

mediante la atención a la niñez y a las mujeres durante el embarazo, parto y

postparto, desarrollando acciones para la reducción del cáncer cervicouterino y

de mama, e incrementando los conocimientos y servicios de atención integral

con mayor énfasis en el diagnóstico y control de las infecciones de transmisión

sexual (14).

En nuestro medio  la prueba de Papanicolaou (PAP) sigue siendo la técnica

más utilizada para el diagnóstico de cáncer de Cervicouterino, para el año 2010

la cobertura de esta prueba a la población fue sólo del 13,6% (13), siendo

necesario aumentar esta cobertura no solo con el examen del PAP sino

también ofreciendo nuevas técnicas que permitan la confirmación y el

diagnostico por biología molecular de infecciones por VPH, las cuales también

otorguen información sobre la carga viral y los genotipos circulantes en las

muestras.

Actualmente, la Sociedad Americana Contra El Cáncer, recomienda la

realización de las “Pruebas conjuntas” o “Copruebas” en mujeres que estén en

riesgo de desarrollar lesiones precancerosas, por lo tanto, el desarrollo de

técnicas moleculares para la identificación del VPH, no significa la anulación de
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la prueba del Papanicolaou, sino que son un complemento entre ambas. Si

bien el costo económico de las pruebas moleculares que detectan al VPH es

mayor, su beneficio es significativo, considerando que su realización permite un

diagnóstico temprano de los precánceres y del cáncer de cuello uterino (15).

En consecuencia, el presente trabajo pretende coadyuvar con los objetivos

enmarcados por el Ministerio de Salud en la lucha contra el Cáncer

Cervicouterino, aportando con la identificación de los genotipos circulantes de

VPH en muestras del tracto genital de la población femenina y masculina.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

- Identificar mediante procedimientos moleculares los Virus del Papiloma

Humano oncogénicos en muestras del tracto genital de varones y

mujeres, mediante la aplicación de tecnología molecular de tipo PCR en

Tiempo Real

3.2. Objetivos Específicos

- Describir la población de estudio según edad, género y procedencia

- Detectar los casos positivos de VPH Alto Riesgo mediante la prueba de

PCR Real time, categorizándolos según edad, género y procedencia

- Optimizar la reacción de PCR en Tiempo Real para la detección e

identificación del Virus del Papiloma Humano oncogénicos tipo 16 y 18

- Determinar la frecuencia de casos positivos de coinfección por VPH16 y

VPH18 en la población de estudio

- Describir la frecuencia de casos positivos para VPH16 en la población

de estudio
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- Describir la frecuencia de casos positivos para VPH18 en la población

de estudio

4. MARCO TEÓRICO

4.1. VPH y Cáncer de Cuello Uterino

El cáncer de cuello uterino ocupa a nivel mundial uno de los primeros lugares

como causa de muerte por cáncer en mujeres, el factor etiológico principal es la

infección por VPH de tipos de alto riesgo oncogénicos, pero esta no es

suficiente para causar el cáncer cervical, ya que una gran mayoría de las

mujeres infectadas por VPH oncogénicos, se vio que nunca desarrollaron

cáncer, sugiriendo que factores adicionales deben estar en conjunto para el

desarrollo de la enfermedad.

Los factores etiológicos centrales para el desarrollo del cáncer de cuello uterino

además de la infección persistente con tipos de VPH oncogénicos de alto

riesgo, son los relacionados a la adquisición sexual de VPH así como la

disfunción inmune, exposición a mutágenos y factores hormonales. Los más

notables riesgos son la edad temprana de la actividad sexual, múltiples parejas

sexuales, exposición a otras enfermedades transmitidas sexualmente, hábitos

de fumar, uso de anticoncepción oral, infección por VIH (Virus de la

inmunodeficiencia humana) y terapias con drogas inmunosupresoras (16).

4.2. Antecedentes Históricos

La asociación del VPH con el cáncer de cuello uterino comenzó en 1949,

cuando el patólogo George Papanicolaou introdujo el examen más difundido en

el mundo para detectar esta enfermedad, el examen de Papanicolaou, el cual

permitió identificar alteraciones celulares pre-malignas, posibilitando observar

una asociación de la actividad sexual con el desarrollo del cáncer de cuello

uterino (17).
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En la década de los 70´s, el conocimiento acerca de la etiología de la

enfermedad tuvo considerables avances, estudios constataron que tal

asociación implicaba la presencia de un agente etiológico de transmisión

sexual; Harold zur Hausen, un infectólogo alemán, comprobó que el VPH

podría ser ese agente, estableciendo inicialmente  la relación del virus con las

verrugas y condilomas. Años más tarde, el virus fue relacionado con el

desarrollo del carcinoma de cuello de útero. (8)

En la década de los 90´s con el advenimiento de la biología molecular y la

utilización de esta tecnología en la replicación del genoma del VPH, otros

aspectos de la infección fueron elucidadas. El avance de la tecnología

molecular posibilito la identificación del ADN del VPH en muestras de tejido de

carcinomas cervicales (18). Estudios multicéntricos confirmaron la presencia

del ADN de VPH en casi 100% de los epitelios de los carcinomas invasivos,

llevando a que se acepte mundialmente que la infección por el VPH es la causa

necesaria para el desarrollo del carcinoma invasivo (19). Casos de carcinomas

sin la presencia del VPH son raros y se suponen en estas situaciones, que el

carcinoma no fue originado por la infección viral o pueda haber ocurrido una

falla en la detección del VPH (8)

Debido a la discrepancia entre la alta frecuencia de infecciones por VPH en

mujeres jóvenes sexualmente activas y la ocurrencia relativamente baja de

lesiones cervicales en las mismas, se colocó en duda la etiología viral de la

enfermedad, y se concluyó que la infección era causa necesaria, pero no

suficiente para el desarrollo de la enfermedad (4). Estudios previos ya sugerían

que un fuerte factor diferenciaba la progresión o no de la enfermedad,

sugiriendo que esto estaría relacionado a los diversos tipos de virus VPH (20).

Estudios posteriores mostraron que su progresión depende no solamente de la

presencia del virus, sino también del tipo de virus, de la persistencia de la

infección y de la evolución de las lesiones precursoras para el carcinoma

invasivo. (8)

En la década de 1970, contrariando las teorías existentes, Hausen ya había

afirmado que las células cancerosas contenían un virus oncogénico, ellos
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podrían presentar un ADN viral en su genoma. En 1983, se descubrió el Virus

de Papiloma Humano tipo 16 (VPH16), que juntamente con el VPH18, está

presente en el 70% de las biopsias realizadas a pacientes con cáncer cervical.

Harald zur Hausen fue uno de los ganadores del Premio Nobel de Medicina en

2008 (21)

4.3. Epidemiología del cáncer cervical

El cáncer de cuello uterino es la segunda causa más común de cáncer que

afecta a la población femenina, presentando un estimado de 529.409 nuevos

casos y 274.883 muertes en el año 2008 a nivel mundial. Alrededor del 86% de

los casos ocurre en países en desarrollo y representa el 13% de los cánceres

femeninos (12).Africa Sub-Sahariana, Sud América y el Sudeste asiático tiene

la más alta prevalencia de VPH con 25, 15 y 8% de mujeres infectadas

respectivamente (16)

En Bolivia el tipo de cáncer más frecuente en las mujeres es el Cervical, este

presenta tasas de incidencia de 36,4 por 100.000 mujeres de 25 a 64 años de

edad, siendo este grupo de edad el de mayor riesgo, también se sabe que el

cáncer de  cuello uterino es cada vez más frecuente en personas jóvenes y de

menor edad (13)

4.4. Clasificación de los VPH

El Virus del Papiloma Humano antiguamente formaba parte de la familia

Papovaviridae, la cual comprendía dos géneros: Polyomavirus y

Papillomavirus, estudios moleculares y genéticos demostraron que esta

asociación taxonómica es incorrecta, debido a que Papillomavirus presenta un

genoma de ADN de mayor tamaño (7.9 kilopares de bases) respecto a

Polyomavirus que presenta un genoma de ADN más pequeño (5.2 kilopares de

bases) (22), por lo mencionado, actualmente VPH forma parte de la familia

Papillomaviridae (23).
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Los dos géneros principales de VPH son los virus del Papiloma Alpha y Beta,

aproximadamente el 90% de los VPH caracterizados están presentes en estos

géneros. Los virus del Papiloma Beta son típicamente asociados con

infecciones cutáneas inaparentes en los seres humanos, pero, en individuos

inmunocomprometidos y en pacientes que sufren de la enfermedad hereditaria

EV (epidermodisplasia verruciformis) estos virus pueden propagarse sin control

y son asociados con el desarrollo de cáncer de piel no melanoma (24).

Figura 1. Los Alpha Papilomavirus son subdivididos en tres categorías (Alto Riesgo, Bajo Riesgo y Cutaneos),
dependiendo de su prevalencia en la población general y la frecuencia con la que causan Cáncer Cervical. Los tipos de
Alto riesgo se encuentran dentro de los grupos Alpha 5, 6, 7, 9 y 11. La frecuencia con la que estos tipos de VPH son
hallados en Cáncer Cervical (Carcinoma de células escamosas y Adenocarcinomas / Carcinomas adenoescamosos) se
muestran en la columna central (25).
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Aproximadamente 118 tipos de Papiloma Virus fueron completamente descritos

y cerca de 100 tipos que infectan al humano ya fueron identificados (8). El

mayor grupo de VPH comprende los del género Alphapapillomavirus, los cuales

son causantes de infección genital/mucosa. Más de 30 diferentes VPH son

conocidos por infectar el epitelio cervical, un subconjunto de estos se asocian a

lesiones  que pueden progresar a cáncer, los cuales son clasificados como los

tipos de VPH de Alto Riesgo, otros grupos, dependiendo de la frecuencia con la

que se encuentran en los cánceres se los clasifican como Intermedios o de

Bajo Riesgo. Los VPH restantes provienen de tres géneros (Gamma, Mu y Nu)

y en general se caracterizan por causar papilomas cutáneos y verrugas que no

progresan a cáncer (25).

Entre los VPH de Alto Riesgo se encuentran los genotipos: 16, 18, 31, 33, 35,

39, 45, 51, 52, 56, y 58, siendo que los genotipos 26, 53 y 66 son considerados

de Intermedio Riesgo. Los genotipos de bajo riesgo son: 6, 11, 40, 42, 43, 44,

54, 61, 70, 72 y 81; y  los genotipos 34, 57 y 83 no fueron detectados en

ninguna de las muestras y fueron, por tanto, consideradas de riesgo

indeterminado (8).

4.4. Estructura viral

El genoma del VPH está compuesto por una doble hélice de ADN circular, con

aproximadamente 8 mil pares de bases. Su genoma es pequeño y contiene

apenas algunos genes, todos codificados en la misma cadena. La capside es

icosaedrica con un diámetro de 50 a 60 nm y no está revestido por una

envoltura lipídica. El genoma viral está constituido por una cinta doble circular

variando de 5 a 8 Kbp de tamaño, dividido en regiones reguladoras (LCR – long

control region), que contiene el origen de replicación (ORI) y la mayoría de los

promotores de transcripción (26)

Las regiones codificadoras son denominadas ORF (open reading frames), que

son divididas  en las secuencias precoces y tardías (figura siguiente). La región

precoz (E – early), codifica las proteínas involucradas en la replicación del ADN

viral y transformación celular, de las cuales se destacan E1, E2, E6 y E7. La
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región tardía (L – late), codifica las proteínas de la capside (L1 y L2),

responsables de las etapas finales de la replicación del virus, como la síntesis

de proteínas estructurales de la capside (26)

Cada partícula viral se compone de 72 pentámeros de la proteína L1, cada

pentámero de L1 se crea para formar una red intra e inter pentamérica

mediante interacciones tipo disulfuro que sirven para estabilizar la cápside;

además de L1, una cantidad desconocida de la proteína de cápside menor, L2,

forma parte del virión (11).

Figura 2. El genoma circular de doble cadena de VPH es de aproximadamente 8 kb de tamaño y sus genes se
encuentran agrupados en una Región Temprana (E) y una Región Tardía (L). Los genes tempranos codifican seis
proteínas E1, E2, E4, E5, E6 y E7, y los genes tardíos codifican dos proteínas estructurales L1 y L2. Sin embargo la
transcripción viral y la replicación del ADN es controlado por otra región de su genoma llamada: Región de Control
Larga (LCR). Las proteínas son codificadas por un ARNm policistrónico con la superposición marcos de lectura. El ADN
viral se replica extracromosómicamente como un episoma (27)

4.5. Funciones de los genes de VPH

A la entrada en la célula huésped, los genes E1 y E2 se expresan y codifican

proteínas necesarias para la replicación del ADN viral. E1 también exhibe

actividad helicasa, desenrolla el ADN por delante del complejo de replicación.
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E2 también regula la transcripción de genes tempranos del promotor viral;

cuando el nivel de E2 es bajo, se une al promotor e induce la transcripción,

mientras que a niveles altos, reprime la transcripción de los genes tempranos

E6 y E7 mediante el bloqueo de la unión de los factores del huésped a

promotores virales. E4 se expresa sólo en la etapa posterior del ciclo de vida

viral cuando se ensamblan las partículas del virus, E5 se elimina con frecuencia

en células de carcinoma de cuello uterino, lo que sugiere que puede que no

sea importante para mantener el estado transformado. Los genes E6 y E7 de

VPH codifican oncoproteínas que causan la transformación de la célula

huésped, además, E6 y E7 están involucrados en el mantenimiento del genoma

de VPH extracromosómicamente. Los dos genes tardíos L1 y L2 codifican

proteínas estructurales que forman la cápside icosaédrica viral que consta de

72 capsómeros (28).

Figura 3. Acciones de las distintas proteínas codificadas por VPH. Una vez que las células son infectadas por VPH
comienza la replicación del virus gracias a factores de transcripción de la célula hospedera y la proteína E1 viral. E7 se
une la proteína retinoblastoma dejando libre al factor de transcripción E2F, lo que permite la activación de genes que
aumentan la proliferación celular. La oncoproteína E6 es capaz de inducir la ubiquinización y posterior degradación de
p53, lo que conlleva a disminución de la apoptosis mediada por p53. E2 regula la transcripción de las oncoproteínas E6
y E7. La proteína E5 aumenta la acción de las kinasas celulares lo cual promueve la proliferación y disminuye la
diferenciación celular. E4 ayuda al ensamblaje de las proteínas de la cápside viral L1 y L2 para el empaquetamiento de
los viriones de VPH (29).
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4.5.1. E1 y E2

Los acontecimientos iniciales después del ingreso del VPH a la célula y la

entrada del genoma viral al núcleo, desencadena la expresión de los genes

tempranos de VPH E1 y E2, estos genes activan la replicación viral a través de

la interacción con secuencias específicas del origen de replicación de VPH. Al

unirse E2 a los sitios proximales a su promotor, conduce el reclutamiento de E1

al sitio de origen de la replicación del VPH. La unión de E1 y E2 aumenta,

estableciendo una unión a las secuencias ricas en AT en el origen de

replicación, a través de la formación de un complejo de unión (16).

E2 contiene aproximadamente 360 aminoácidos y posee un dominio de unión

al ADN, así como un dominio de transactivación. E2 a través de un mecanismo

de corte y empalme es capaz de activar y reprimir sus proteínas dianas en

VPH. Interesantemente E2 también regula la expresión de E6 y E7, dado que la

expresión de E2 se pierde normalmente durante la integración viral y la

progresión de cancerígenos, E6 y E7 son liberados de la influencia supresiva

de E2, que conduce a una elevada expresión de estos oncogenes virales (16).

4.5.2. E5

Como parte del proceso de replicación temprana, se produce la expresión del

gen E5: La proteína de E5 es una proteína pequeña, hidrofóbica y de

membrana, que forma complejos con el receptor del factor de crecimiento

derivado de plaquetas y el receptor del factor de crecimiento epidérmico, útil

para estimular el crecimiento celular (30).

E5 también inhibe la apoptosis y mantiene las células epiteliales en continua

replicación, gran parte de las actividades y funciones de E5 son poco

conocidos, sin embargo se cree que este gen está implicado principalmente

con los eventos tempranos de replicación y que tiene funciones  en las últimas

fases de la replicación viral. Aunque tiene actividad oncogénica, la expresión de

E5 esta asenté en las células cervicales malignas, y esto ha conducido a las
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sugerencias que la actividad E5 no es crítica para la transformación epitelial

(31).

4.5.3. E6

La oncoproteína E6 tiene un tamaño de 160 aminoácidos, siendo importante en

la inducción y mantenimiento de la transformación celular, E6 actúa mediante la

formación de un complejo trimérico que contiene la Proteína Asociada a E6

(E6AP) y p53. E6AP actúa como ubiquitina para p53, dirigiéndola a su

degradación por el proteasoma. E6 tambien inactiva el p73, que es una

homóloga de la proteína p53 (32). También se ha demostrado que E6 puede

degradar la proteína p53 incluso en ausencia de E6AP, estos mecanismos

comprometen la integridad del ADN y favoreciendo la inestabilidad

cromosómica, resultando en la proliferación celular y el desarrollo de tumores

(28).

E6 previene la apoptosis por un mecanismo por un mecanismo independiente

de p53, la cual implica la inhibición de la expresión del gen Bax y la

degradación de la proteína Bax, resultando en la inhibición de la apoptosis y

por lo tanto en la acumulación de mutaciones en el ADN celular. E6 también

evita la apoptosis celular mediante la unión al receptor del factor de necrosis

tumoral 1 (TNFR1), inhibiendo la señalización apoptótica (33).

La oncoproteína E6 es capaz de inmortalizar a la célula huésped, mediante la

prevención de la reducción de la longitud del telomero; en las células

somáticas, con cada ronda de división celular, hay un acortamiento de la

longitud del telómero que corresponde al envejecimiento. E6 previene el

acortamiento de los telómeros mediante el aumento de la expresión de la

subunidad catalítica de la telomerasa transcriptasa inversa humana (hTERT),

formando un complejo con E6AP, como consecuencia de esta interacción se

promueve la inmortalización de la célula huésped (34).
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Figura 4. Blancos celulares de la oncoproteína E6 de VPHs de alto riesgo involucrados en la transformación celular. La
formación del complejo E6-E6AP facilita degradación mediada por la ubiquitinación de las proteínas con dominios de
uníon PDZ, p53 y NFX1-9 (35).

4.5.4. E7

La oncoproteína E7 tiene un tamaño aproximado de 100 aminoácidos de

longitud, se ha demostrado que se une a la proteína retinoblastoma (pRb)

hipofosforilada e inhibe la unión de esta proteína al factor de transcripción E2F.

Durante el ciclo celular normal, pRb es fosforilada por la Ciclina D1/ciclina

dependiente de quinasa 4 (CDK4) y por la Ciclina E/CDK2, causando la

disociación de pRb de E2F y así permitiendo la progresión de la fase S normal.

La oncoproteína E7 se une a la pRb hipofosforilada, eliminando su interacción

con E2F; por lo tanto, en las células que sobreexpresan la oncoproteína E7 de

VPH, el punto de control de la transción G1/S se pierde y las células

continuamente atraviesan el ciclo celular, conduciendo a una proliferación

celular incontrolada (36). También se ha demostrado que E7 causa la

degradación pRb a través de la vía Ubiquitin-proteasoma (28).
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Figura 5. Fosforilación secuencial de pRb por complejos Ciclin/quinasas para la posterior inhibición de la actividad de
pRb. La oncoproteína E7 se une a la forma hipofosforilada de pRb, esta unión deshace el enlace entre pRb y el Factor
de transcripción celular E2F, resultando en la liberación de E2F y la posterior entrada en la fase S del ciclo celular (36)..

E7 también interactúa con una amplia variedad de proteínas celulares;

mediante su unión a las Histonas desacetilasas (HDAC), que funcionan como

co-represoras transcripcionales, permite la transcripción dependiente de E2F,

promoviendo la proliferación celular (37).

La unión de E7 a la ciclina A/CDK2 y a la ciclina E/CDK2, las activa y estas a

su vez fosforilan pRb e inducen la transcripción de genes en fase S (28).

También se encontró su unión a los inhibidores de CDK (CKI), p27 y p21, lo

cual promueve la eliminación del punto de control del ciclo celular en la

transición G1/S y promueve rondas desinhibidas de la progresión del ciclo

celular (38).

4.6. Patología de la infección por el VPH

Los VPH presentan tropismo celular, debido a la presencia de receptores

específicos, que limitan su infección a células del tejido cervical. La infección se

inicia en la capa basal de la epidermis, en presencia de abrasiones y micro

lesiones de piel y mucosas. En la capa proliferativa el virus se puede replicar y
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expresar sus proteínas precoces. Sin embargo la replicación vegetativa del

ADN, o sea, la síntesis de proteínas de la cápside y el montaje de partículas

virales, solo tiene lugar en las células más diferenciadas (26).

Todos los tipos de VPH se replican exclusivamente en el núcleo de la célula

hospedera. En lesiones de piel benignas, asociadas al VPH, el genoma viral se

encuentra separado del ADN celular y surge como un plásmido extra

cromosómico (cuerpo episomal); sin embargo en lesiones malignas, que no

hacen parte de la historia natural del VPH, el ADN viral se integra a los

cromosomas hospederos (39). Para la integración del material genético del

VPH al ADN celular, es necesario que haya una ruptura en el genoma viral,

esta separación no ocurre de forma aleatoria, pues la mayoría ocurre en las

regiones E1 y E2 del virus. El resultado de esta ruptura es una pérdida de la

función de esos dos genes, acompañado de una desregulación de los genes

E6 y E7, resultando en la transformación de las células hospederas (40).

Los mecanismos de defensa  involucrados en la regresión de la infección por

VPH envuelven  la respuesta inmune mediada por células, siendo necesaria

una presentación adecuada a los linfocitos, mediada por las proteínas HLA

(antígenos leucocitarios humanos); fallas durante este proceso pueden ser

responsables de las susceptibilidades a las enfermedades (41).

4.7. Ciclo de la infección por VPH

El Virus del Papiloma Humano tiene predilección hacia las células epiteliales

del cérvix, que están estratificadas en una monocapa basal no diferencial y una

epidermis no proliferativa suprabasal diferenciada. La capa basal se encuentra

por encima de la membrana basal, debajo de la cual se encuentra la capa

estromal del cuello uterino. Como parte del proceso natural de maduración

epitelial, las células basales inmaduras se mueven hacia arriba a través de la

capa epidérmica, desprendiéndose a medida que maduran. En Micro-

abrasiones traumáticas, como las que se producen durante las relaciones

sexuales relaciones, se llegan a exponer las células de la capa basal ante la

presencia de VPH (25).
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La entrada celular no se entiende claramente, pero se cree que esta mediado

por receptores, varios informes involucran a moléculas de sulfato de heparina

(42). La replicación depende y utiliza la maquinaria replicativa normal de las

células del cuello uterino, que son afectadas por dos proteínas virales, E1 y E2.

De la infección inicial se desencadena un estallido de la replicación viral hasta

alcanzar una carga viral aproximada de 100 copias por célula basal. Las

células basales que están infectadas con el VPH continúan dividiéndose,

formando células hijas que contienen material genómico viral. Una de las dos

células formadas se mantiene en la capa basal y retiene su capacidad de

división, por lo tanto, actúa como un depósito para la replicación del virus, lo

que requiere de división celular activa para mantener su ciclo de vida; la otra

célula hija continua su rumbo cuesta arriba a través de la capa suprabasal,

donde se diferencia y finalmente se elimina de la superficie epitelial (42).

Figura 6. Principales eventos que se producen durante la infección por VPH. Las diferentes capas celulares presentes
en el epitelio se indican a la izquierda. Las células presentes en la epidermis que expresan marcadores de ciclo celular
activo se muestran con núcleos rojos, la aparición de estas células  por encima de la capa basal es una consecuencia
de la infección por VPH. La expresión de las proteínas virales necesarias para la replicación del genoma se produce en
células que expresan E6 y E7 en las capas epiteliales superiores (células de color verde con núcleos rojos). Los genes
L1 y L2 (amarillo) se expresan en un subconjunto de células que contienen ADN viral amplificado en el epitelio superior
(25).

Con el fin de garantizar que las células cervicales se mantengan en un estado

constante de crecimiento y división, las primeras proteínas de VPH que se
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expresan y estimulan el crecimiento celular son las que producen de la

activación de los genes E5, E6 y E7. A nivel de la capa suprabasal, el genoma

viral se replica a 10000 o más copias por célula y la expresión de los genes

virales tardíos E4, L1 y L2 se activa. Las proteínas L1 y L2 formaran parte de la

estructura de la cápside viral, formándose alrededor del material genético viral,

una vez que este conjunto se completa en las células, las partículas virales

maduras se liberan de las células epiteliales durante el vertimiento terminal de

la superficie epitelial (16).

Cabe señalar que la progresión cancerígena no es parte del ciclo de vida

normal de VPH, sino más bien sólo se asocia con un pequeño subconjunto de

los tipos de virus y se produce sólo después de un largo período de infección.

La gran mayoría de los las infecciones son benignas y autolimitadas.

4.8. Aspectos inmunológicos de la infección por VPH

La mayoría de los individuos inmunocompetentes infectados con VPH son

capaces de eliminar la infección viral y quedar asintomáticos. Sin embargo esto

es controversial, si el virus es realmente eliminado o suprimido de los

pacientes, quedando indetectables con las técnicas y avances de diagnóstico.

En una minoría de pacientes, la infección por VPH persiste y causa  lesiones

detectables clínicamente que pueden progresar a cáncer invasivo en un largo

periodo de tiempo, típicamente presentadas en años hasta décadas (43).

La razón por la cual persiste la infección de VPH no está claro en algunos

individuos, pero déficits en la inmunidad celular, tratamientos con

inmunosupresores e infecciones con VIH, son asociados con la persistencia y

enfermedad relacionados con VPH (16).

4.9. Transmisión y adquisición

La adquisición de la infección cervical por el VPH es el principal precursor de

una serie de eventos que lleva al cáncer cervical y tiene exhaustiva

documentación por estudios epidemiológicos y experimentales durante varios
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años. Apenas solo la infección por VPH no es capaz de llevar a una

transformación maligna, siendo que la historia natural de las mujeres con

diagnóstico de lesiones precursoras de bajo grado es caracterizada por

regresión espontánea, y apenas un pequeño porcentaje persiste y evoluciona

para cáncer (26).

Estudios epidemiológicos indican consistentemente que el riesgo de la

adquisición es fuertemente influenciado por factores como: el número de

parejas sexuales, edad en que ocurre la primera relación sexual y

comportamiento sexual de las parejas masculinas (44). El VPH puede ser

transmitido por contacto directo de los órganos genitales durante la práctica

sexual con personas infectadas, las cuales se caracterizan por presentar

distintos niveles de alteraciones celulares, desde verrugas y papilomas hasta

microlesiones imperceptibles, siendo estas, la fuente de los virus que podrán

resultar en infecciones virales y neoplasias (26).

4.10. Persistencia y cura

Deben ser tomados en cuenta los factores relacionados al hospedero y al virus.

Se sabe que los VPH oncogénicos son importantes en la persistencia y en la

progresión de la infección, especialmente el VPH16, seguido del VPH18; varios

estudios demostraron asociación entre la carga viral y aumento de la frecuencia

del cáncer cervical (45).

La historia natural de la infección por VPH es la cura. La integración del ADN

de VPH en el genoma de la célula hospedera usualmente es observada en

carcinomas invasivos y en linajes celulares de carcinoma cervical, pero en

lesiones benignas y pre-malignas el ADN de VPH usualmente, tiene ubicación

extracromosómica. En los casos que evolucionan a cáncer, el genoma viral

pasa, en algún momento, a integrarse al ADN celular, alterando su control del

ciclo celular y llevando a lesiones precursoras (46).

Permanece aún incierto, él porque solamente en algunos pacientes hay la

integración viral, situación necesaria para la transformación maligna de las
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células epiteliales, que se transforman en inmortales; otra cuestión que aún

precisa ser entendida es cuánto tiempo el virus puede quedar en estado de

latencia. La persistencia de la infección puede ser definida como la detección

de un mismo tipo de VPH dos o más veces en cierto periodo, no habiendo

consenso de cuánto tiempo será ese periodo; la media seria de 6 a 12 meses,

siendo que el VPH oncogénico tipo 16 persiste por un periodo mayor. La

regresión de la infección por el VPH parece estar relacionado a mecanismos

inmunológicos humorales y celulares (47).

Además de los mecanismos inmunológicos, factores nutricionales también

parecen estar relacionados al tiempo de cura; altas concentraciones de trans y

cis licopeno parecen reducir significativamente el tiempo de cura de la infección

por VPH oncogénicos, mediante sus características de tipo antioxidantes lípido

soluble, previenen el daño del stress oxidativo producido por radicales libres,

los cuales disminuirían la función inmune y aumentarían la replicación viral; las

especies reactivas de oxígeno producen la fosforilación de factores

transcripcionales que son responsables de la expresión de numerosos genes

que modifican el crecimiento celular y la apoptosis (48). La persistencia de la

infección es un predictor para el desarrollo de Neoplasias Intraepitelial Cervical

(NIC), particularmente por los VPHs tipo 16 y 18 (49).

4.11. Co-factores en la evolución de la neoplasia cervical

Varios co-factores han sido asociados con el desarrollo del cáncer cervical

invasivo como: paridad, uso de contraceptivos orales, tabaquismo,

inmunosupresión, particularmente relacionado en pacientes con VIH,

infecciones con otras dolencias sexualmente transmisibles y deficiencias

nutricionales; sin embargo, sus verdaderos papeles en el desarrollo del cáncer

permanecen inciertos. Factores como: edad de la primera relación sexual,

número de parejas sexuales y la presencia de ETS (Enfermedades de

transmisión sexual), están ligados al proceso de adquisición del VPH y no son

considerados como co-factores para la progresión de la infección por el virus

(50).
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Figura 7. Modelo etiológico de la infección por el virus del papiloma humano (VPH) y el del cáncer cervical, que ilustra
el probable papel de los factores de riesgo para la persistencia de la infección y de los factores coexistentes que
median la progresión de la lesión (44).

4.11.1. Uso de anticoncepción oral

La asociación de la anticoncepción oral (ACO) con el cáncer de cuello uterino,

es por demás controversial, ya que su única relación está en el tiempo de su

uso. La anticoncepción hormonal por menos de cinco años parece no aumentar

el riesgo, pero, mujeres que refieren el uso de ACO de 5 a 9 años tuvieron 2,8

veces mayor chance de desarrollar cáncer en relación a las que nunca

utilizaron. Este riesgo aumenta cuando la exposición al ACO es reportada por

un periodo de más de diez años, pasando a ser cuatro veces mayor (51).

El mecanismo por el cual las hormonas influirían en la carcinogénesis del

cáncer cervical no está bien esclarecido, estas hormonas promoverían la

integración del ADN de VPH al genoma del hospedero con desregulación de la

expresión de las proteínas E6 y E7 (52). Estudios experimentales In vivo

demostraron que existe sinergismo entre el largo tiempo de exposición al

estrógeno con la carcinogénesis cervical por el VPH16 (53).
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4.11.2. Paridad

Hace algún tiempo se sospechaba que la multiparidad pudiese aumentar el

riesgo de cáncer cervical, sin embargo tal asociación se confundía con el

comportamiento sexual. Diversos estudios de casos y controles confirman el

papel independiente de alta paridad como factor de riesgo para la

carcinogénesis cervical (54, 45).

Factores como: estado nutricional y hormonal, traumatismos y mecanismos

inmunológicos, serían posibles hipótesis para explicar asociación entre la

paridad con la neoplasia epitelial de alto grado y cáncer cervical. Los cambios

hormonales inducidos por la gestación podrían estar relacionados a la

persistencia o a la progresión del VPH, la sobre reactividad es más alta en la

mujer no embarazada, sugiriendo una reducción de la respuesta inmune

humoral contra el VPH durante la gestación. La declinación de la paridad

podría explicar la reducción del cáncer cervical en algunos países (3, 55).

4.11.3. Tabaquismo

La evidencia biológica para elucidar este factor de riesgo aun es desconocida,

pero estudios realizados en mujeres fumadoras  demostraron la presencia de

nicotina y otros carcinógenos específicos del tabaco (56). Una elevada

concentración de los derivados del tabaco ha sido asociada a la depresión de

las células de Langerhans y por lo tanto de la respuesta inmunitaria frente a la

infección por VPH (57).

4.11.4. Nutrientes antioxidantes

El proceso de estrés oxidativo está relacionado a las fases de iniciación y

promoción del proceso de carcinogénesis (58), y en relación a esto, diversos

estudios han investigado la relación entre el consumo de vitaminas y

carotenoides en el origen del cáncer (59), siendo complicado la interpretación

de sus resultados, ya que la carcinogénesis envuelve múltiples factores, siendo

tarea difícil aislar un único nutriente como factor causal (60).
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Las vitaminas más estudiadas como substancias quimio-preventivas para el

cáncer cervical son la vitamina A (incluyendo los carotenoides) y la vitamina E,

los cuales funcionan como antioxidantes en sistemas biológicos. Los

carotenoides  son los pigmentos que van del amarillo al rojo y que son

generalmente encontrados en vegetales, cerca del 50% de los carotenoides

puede resultar en vitamina A, siendo denominada pro-vitamina A (61).

La vitamina E es una substancia liposoluble y existente en la naturaleza como

tocoferol y tocotrienol en cuatro formas diferentes (, , , ) siendo el -

tocoferol la forma antioxidante más activa y ampliamente distribuida (62).

4.11.5. Co-infecciones

El mecanismo exacto de las ETS y sus efectos biológicos en el desarrollo de

lesiones precursoras y cáncer de cuello uterino aun esta poco entendido, la

razón más probable es la inducción de la inflamación de la cérvix uterina,

llevando al daño por metabolitos oxidativos. En casos de infección por C.

trachomatis, las células infectadas secretan mayor cantidad de citosinas,

resultando en un estado inflamatorio más acentuado (63). No existen

evidencias de que el VPH solo induzca el proceso inflamatorio.

La inflamación cervical crónica puede inducir lesión en el tejido a través de la

producción indirecta de especies reactivas de oxígeno, desencadenando una

cascada inflamatoria, disminuyendo la inmunidad celular y promoviendo la

angiogénesis. Ya fue demostrada la asociación entre cervicitis y lesión intra-

epitelial de alto grado (64), junto con el aumento de la expresión de la COX-2

en cáncer cervical, sugiriendo relación entre proceso inflamatorio y cáncer (63).

4.11.6. Inmunosupresión

Al igual que en otras enfermedades de transmisión sexual, personas que se

encuentran infectadas con VIH poseen mayores riesgos de infección por el

VPH asociado a canceres anogenitales, cuando son comparados con
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individuos seronegativos para el VIH, esto relacionado a la inmunosupresión

que produce el Síndrome de Inmunodeficiencia Humana (65).

Las mujeres con infección de VIH, presentan importante inmunosupresión

(definida como contaje de células CD4 por debajo de 200x106/L), presentando

mayor riesgo de desarrollar NIC. Datos actuales indican que tanto hombres

como mujeres infectadas por VIH tienen un aumento de riesgo de cáncer

anogenital, comparados a la población en general; este riesgo varía de acuerdo

con la población, por ejemplo, en países del sur de Europa, se observó un

aumento del riesgo entre usuarias de drogas inyectables (66), mientras que en

los Estados Unidos, el mayor riesgo se encontró en ciudades del nordeste,

particularmente en la ciudad de Nueva York (67).

4.12. Vacunas

El descubrimiento de que la proteína L1 es capaz de organizarse en partículas

de estructura icosaédrica, semejantes a la capside viral, VLPs (virus like

particles), pero sin el ADN del virus, posibilitó el avance del conocimiento sobre

la inmunogénesis de VPH y el desarrollo de las vacunas profilácticas. En la

actualidad se han desarrollado dos nuevas vacunas con el objetivo de prevenir

la enfermedad ocasionada por determinados tipos de VPH, Gardasil de la

Compañía Farmacéutica Sanofi Pasteur MSD y Cervarix de la Compañía

Farmacéutica Glaxo SmithKline Biologicals S.A. (68).

Tabla 1. Características de las vacunas actuales contra el VPH (69)

Gardasil® (Merck) Cervarix® (GlaxoSmithKline)

Cuadrivalente (VPH tipos 6, 11, 16 y 18) Bivalente  (tipos 16 y 18)
Producida en levadura Producida en baculovirus (virus de la

poliedrosis nuclear)
Aluminio Adyuvante ASO4 (aluminio y MPL) adyuvante
Programa de 0, 2 y 6 meses Programa de 0, 1 y 6 meses
Volumen de inyección: 0,5 mL Volumen de inyección: 0,5 mL
Eficacia de aproximadamente 99% contra el
desarrollo de lesiones precancerosas

Eficacia de aproximadamente 93% contra el
desarrollo de lesiones precancerosas

Duración: por lo menos 5 años, con 8,5 años
de protección contra el VPH tipo 16

Duración: por lo menos 5 años, con altos
niveles de anticuerpos por 7,3 años
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El Gardasil es una vacuna tetravalente recombinante (VPH de los tipos 6, 11,

16, 18), fabricada mediante el ensamblaje, por ingeniería genética de las VLP

(Partículas semejantes a virus), cada dosis tiene un volumen de 0.5 mL y

contiene 20 μg, 40 μg, 40 μg, 20 μg de la proteína L1 de los tipos de VPH 6,

11,16 y 18 respectivamente (68).

Gardasil es una vacuna para la prevención de la Neoplasia Cervical

Intraepitelial de alto grado (CIN 2/3), carcinoma cervical, Neoplasia Vulvar

Intraepitelial de alto grado (VIN 2/3), y las verrugas genitales externas

(condiloma acuminata), relacionadas causalmente con los tipos 6, 11, 16 y 18

del VPH; la vacuna no está indicada para el tratamiento puesto que no tiene

efectividad terapéutica (69).

El Cervarix ha sido desarrollado para prevenir la enfermedad causada por los

tipos 16 y 18 de VPH. Es una vacuna recombinante compuesta por partículas

VLP tipo L1 de la cápside de VPH16 y VPH18, esta vacuna ha sido formulada

con un nuevo sistema adyuvante, el ASO4, que contiene hidróxido de aluminio

y monofosforil lípido A 3-desacilado (MPL), con el objetivo de inducir una

respuesta inmunitaria más potente y duradera (69).

Cada dosis tiene un volumen de 0.5 ml y contiene 20 μg de la proteína L1 de

cada uno los tipos de VPH, 16 y 18. Esta vacuna previene el cáncer cervical en

las mujeres mayores de 10 años de edad, protegiendo frente a la incidencia y

persistencia de infecciones, frente a las anormalidades celulares, incluyendo

ASCUS (Células escamosas atípicas de significancia indeterminada), frente a

la neoplasia intraepitelial cervical y frente a lesiones precancerosas (CIN 2 +)

(69).
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5. METODOLOGÍA

5.1. Modelo de Estudio

Se llevó a cabo un estudio de tipo transversal y descriptivo.

El trabajo consideró el consentimiento informado para la inclusión de

participantes en el estudio (Anexo 1). Su desarrollo no presentó riesgos para la

salud, intimidad y derechos individuales de las participantes de la investigación,

también se ajusta a las normas e instructivos institucionales en materia de

investigación científica y de ética de la investigación. Para asegurar lo anterior,

el trabajo fue remitido y posteriormente aprobado por la Comisión de Bioética

Universitaria (Anexo 2).

5.2. Población de Estudio

La población en estudio estuvo conformada por 151 muestras de hisopados

genitales correspondientes a 134 mujeres y 17 varones que asistieron al

servicio de diagnóstico molecular del “Laboratorio de Genética y Diagnóstico

Molecular LABOGEN” de la ciudad de La Paz, Bolivia durante el periodo de

mayo del 2013 a julio del 2014, los cuales solicitaban el diagnóstico molecular

para la detección de VPH por qPCR (Quantitative PCR).

5.2.1. Criterios de inclusión

Pacientes con previo diagnóstico clínico de cervicitis y procesos

infecciosos o sospechosos que requieren de estudio colposcópico e

histopatológico.

Pacientes con previo diagnóstico citológico positivo a algún criterio fuera

de lo normal o esperado que requiere confirmación por estudio

colposcópico e histopatológico.
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Pacientes con diagnóstico histopatológico confirmado para algún

proceso de malignidad o transformación sometidas a tratamiento.

Todo paciente que cumpla con las anteriores características

mencionadas, sin considerar su género, edad y lugar de residencia

5.2.2. Criterios de exclusión

Pacientes que no requieren pruebas de Papanicolaou o prueba para la

detección de VPH

Pacientes sin previa consulta externa

5.3. Tipo de muestreo y tamaño muestral

El tipo de muestreo fue de conveniencia, ya que el número de muestras con el

que se trabajó en el presente estudio, fue el total de hisopados uretrales y

vaginales, que se alcanzó a recolectar durante el periodo de mayo del 2013 a

julio del 2014, lo cual estuvo determinado por el número de pacientes que

asistieron a nuestros servicios de laboratorio y a los de convenio en el interior

del país.

5.4. Técnicas del Estudio

5.4.1. Extracción de ADN

Se utilizó el Kit de extracción de ADN: “PureLink ® Viral RNA/DNA Kits”

(Invitrogen – Life TechnologiesTM), el cual utiliza el método de extracción de

ácidos nucleicos basado en columnas de sílice y el efecto de electroforesis de

absorción – adsorción (70).

El principio de esta técnica de extracción, se encuentra en el uso de

desnaturalizantes proteicos fuertes (sales caotrópicas y Proteinasa K), que
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disuelven rápidamente las proteínas, resultando en la ruptura de la estructura

viral y disociando los ácidos nucleicos de los componentes en la solución. En

presencia de la solución de lisis viral y etanol, los ácidos nucleicos virales

pueden combinarse en las membranas de sílice. Durante los procesos de

lavado con buffers que contienen etanol, las proteínas y demás contaminantes

son removidos, posteriormente el producto final es obtenido mediante la acción

de un Buffer de elución (50 uL) y fue almacenado a 4°C hasta su

procesamiento por PCR.

Figura 8. Flujograma de trabajo de la extracción y purificación de ácidos nucleicos por el Kit de extracción PureLink ®
Viral RNA/DNA Kits (70)
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Se utilizó este procedimiento de extracción de ADN, ya que permite la

obtención de ácidos nucleicos con un índice de pureza y concentración óptimas

y en un tiempo relativamente corto (70).

5.4.2. Identificación de VPH Alto Riesgo por PCR en Tiempo
Real

Para determinar la presencia de ADN de VPH Alto Riesgo en las muestras

extraídas, se realizó una PCR en Tiempo Real como técnica de screening, para

dicho efecto se utilizó el equipo Step One PlusTM (Applied Biosystems - Life

Technologies Corp.) y el Kit Diagnóstico de la línea DAAN Gene Co.: “High

Risk Human Papillomavirus Fluorescent polymerase Chain Reaction

Diagnostic Kit”. Este producto utiliza un par de primers y una sonda marcada

con 6-carboxyfluoresceina (6FAM) como Reportero y marcada con

Carboxytetramethylrhodamine (TAMRA) como Quencher, tanto la sonda como

los primers poseen especificidad para una región del genoma de VPH Alto

Riesgo el cual permite determinar la presencia y carga viral de los siguientes

genotipos en una sola reacción: 16, 18, 31, 33, 45, 52, 56 y 58.

Previo al procesamiento de las muestras, se realizó una curva estándar

siguiendo las instrucciones del kit, los estándares, controles y el método de

corrida fueron de acuerdo a lo recomendado por dicha marca.

5.4.3. Optimización del ensayo de PCR en Tiempo Real para la
Genotipificación de VPH16 y VPH18

5.4.3.1. Diseño de primers y sondas TaqMan®

Las secuencias genómicas que se utilizaron para la reacción de PCR Real

Time, fueron E6 para VPH16 y E7 para VPH18, se utilizaron estas regiones por

su diversidad en secuencia de nucleótidos entre todos los tipos de VPH y por

su constante expresión constitucional en todos los estadios de la
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transformación viral, convirtiéndolas en objetivos apropiados para la detección

y cuantificación viral (71). Dichas regiones fueron obtenidas del Gene Bank

(National Center for Biotechnology Information, U.S.), y el diseño de los primers

y sondas Taqman se realizó mediante la aplicación Primer Express (Applied

Biosystems – Life Technologies Corp.)

Para la identificación de VPH16 usando la región conservada E6, se obtuvieron

los siguientes productos:

Primer Forward AGAATGTGTGTACTGCAAGCAACA
Primer Reverse ATAAATCCCGAAAAGCAAAGTCAT
Sonda 6FAM-TTACTGCGACGTGAGGTA-MGB/NFQ

Figura 9. Secuencia genética de la región E6 de VPH16, con los sitios de unión de unión de los primers Forward (azul),
Reverse (amarillo) y Sonda TaqMan (rosado)

En el caso de VPH18 utilizando la región conservada E7, se obtuvieron los

siguientes productos:

Primer Forward CCGACGAGCCGAACCA
Primer Reverse TGGCTTCACACTTACAACACATACA
Sonda VIC-AACGTCACACAATGTT-MGB/NFQ
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Figura 10. Secuencia genética de la región E7 de VPH18, con los sitios de unión de unión de los primers Forward
(azul), Reverse (amarillo) y Sonda TaqMan (rosado)

Una vez diseñados los primers y las sondas TaqMan, estos fueron sintetizados

por el Servicio de Oligo Síntesis de la empresa Applied Biosystems (Life

Technologies Corp.)

5.4.3.2. Determinación de las condiciones óptimas de reacción

Para optimizar la reacción de genotipificación de VPH16 y VPH18, se siguieron

las instrucciones de diseño del producto: TaqMan ® Universal Master Mix II y el

equipo Step One PlusTM (Life Technologies Corp.) con la finalidad de realizar

un estudio de tipo Presencia / Ausencia. Se utilizó como control positivo para

toda esta etapa del estudio, una muestra que dio positivo al PCR Real Time de

VPH Alto Riesgo, la cual se caracterizaba por presentar alta carga viral.

Se evaluaron distintas concentraciones de primers (de 50 a 900 nM) y sonda

(de 50 a 250 nM), de estos ensayos se determinó que una concentración de

900 nM de primers y 250 nM de sonda produce reacciones con alta sensibilidad

y reproducibilidad.

En un siguiente paso, se evaluó la temperatura de Anneling del método de

corrida, realizando ensayos en gradientes desde 54 °C a 64 °C, obteniendo

mejores resultados a una temperatura de 57 °C.
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5.4.4. Análisis Estadístico

A partir de la información obtenida de los datos de estudio y en relación a la

descripción de los factores sociodemográficos con la frecuencia de casos

positivos para el diagnóstico molecular de VPH, se aplicaron métodos de

estadística descriptiva, distribuciones de frecuencias, medidas de tendencia

central y de dispersión de datos.

El análisis de datos se realizó mediante los paquetes estadísticos: PASW

Statistics 18 (SPSS Inc., Chicago, IL), y EPIDAT 3.1 (Xunta de Galicia,

OPS/OMS). El diseño de tablas y gráficas fue realizado con el programa:

Microsoft Excel 2010 (Microsoft Office Profesional 2010).

6. RESULTADOS

6.1. Descripción general de la población en estudio

De las 151 muestras que se procesaron y analizaron se obtuvieron los

siguientes datos poblacionales, según género, edad y lugar de residencia:

Tabla 2. Distribución de la población de estudio según género

Género

Frecuencia Porcentaje

Femenino 134 88,7

Masculino 17 11,3

Total 151 100,0
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Figura 11. Distribución de la población de estudio según el género

La variable edad fue clasificada en dos grupos: de 15 – 29 años y de 30 – 72

años, tomando en cuenta las recomendaciones de la American Cancer Society,

la cual establece que en mujeres a partir de los 30 años para arriba se

recomienda la prueba Papanicolaou junto con la prueba de identificación de

VPH, para la detección y control del Cáncer de Cuello Uterino (15).

Tabla 3. Distribución de la población de estudio según grupos de edad

Edad

Frecuencia Porcentaje

15-29 Años 48 31,8

30-72 Años 103 68,2

Total 151 100,0

Mínimo Máximo Media Desv. típ.

15 72 36,36 12,093

88,7%

11,3%

Género
Femenino

Masculino
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Figura 12. Distribución de la población de estudio según grupos de edad

El estudio se realizó en siete de los nueve departamentos de nuestro país (La

Paz, Santa Cruz, Pando, Beni, Cochabamba, Chuquisaca y Tarija),

considerando convenios inter-laboratoriales y campañas de servicios de

diagnóstico de enfermedades infecciosas, de estas una gran mayoría de las

muestras provenían de los departamentos de La Paz y Santa Cruz,

presentando los demás una baja frecuencia, por lo que se los organizó dentro

del Grupo Otros.

Tabla 4. Distribución de la población de estudio según grupos su
Residencia

Residencia

Frecuencia Porcentaje

LA PAZ 80 53,0

SANTA CRUZ 45 29,8

OTROS* 26 17,2

Total 151 100,0

* Incluye los departamentos de Pando, Beni, Cochabamba, Chuquisaca, Tarija

31,8%

68,2%

Edad
15-29 Años
30-72 Años
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Figura 13. Distribución de la población de estudio según su residencia

6.2. Detección de VPH Alto Riesgo por PCR Real Time

Los resultados obtenidos en la curva estándar cumplieron con los controles de

calidad especificados en el kit, de esta manera, estos valores se utilizaron para

la posterior identificación y cuantificación de la carga viral de VPH de Alto

Riesgo en las muestras de ADN obtenidas.

Tabla 5. Controles y Curva estándar para VPH Alto Riesgo

Muestra Concentración
estándar

Concentración
obtenida

CT

1 NC - -
2 CPC 1.83x104 16.99
3 HPC 1.93x106 7.60
4 STD 1 1x103 1.26x103 22.40
5 STD 2 1x104 6.42x103 19.11
6 STD 3 1x105 1.48x105 12.78
7 STD 4 1x106 8.39x105 9.29

CT: Ciclo Treshold   NC: Control Negativo   CPC: Control Positivo Crítico   HPC: Control Positivo Alto STD: Estándar

53,0%

29,8%

17,2%

Residencia
LA PAZ
SANTA CRUZ
OTROS
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Figura 14. Representación gráfica de la curva estándar para VPH Alto Riesgo por el Kit Diagnóstico de la línea DAAN
Gene Co.: “High Risk Human Papillomavirus Fluorescent  polymerase Chain Reaction Diagnostic Kit”

Usando el kit Diagnóstico de la línea DAAN Gene Co.: “High Risk Human

Papillomavirus Fluorescent  polymerase Chain Reaction Diagnostic Kit” que

detecta la presencia y carga viral de los siguientes genotipos oncogénicos en

una sola reacción: 16, 18, 31, 33, 45, 52, 56 y 58; se obtuvieron 41 casos

positivos del total de 151 muestras analizadas, representando esta cantidad al

27.2 %.

Tabla 6. Recuento de casos positivos para VPH Alto Riesgo

PCR VPH Alto Riesgo

Frecuencia Porcentaje

Detectado 41 27,2

No detectado 110 72,8

Total 151 100,0
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Figura 15. Porcentaje de casos detectados para VPH Alto Riesgo

De las 41 muestras que dieron reacción positiva, todas fueron pertenecientes a

mujeres, siendo en este grupo el porcentaje de casos positivos para VPH Alto

Riesgo de 30.6%

Tabla 7. Casos positivos de VPH Alto Riesgo por Género

PCR VPH Alto Riesgo

TotalDetectado No detectado

Género Femenino 41 93 134

30,6% 69,4% 100,0%

Masculino 0 17 17

,0% 100,0% 100,0%

Total 41 110 151

27,2% 72,8% 100,0%

Intervalos de confianza

Poblacional 27,2% IC 95% 19,72 – 34,54

Mujeres 30.6% IC 95% 22,42 – 38,77

27,2%

72,8%

PCR VPH Alto Riesgo

DETECTADO
NO DETECTADO
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Figura 16. Porcentaje de casos detectados para VPH Alto Riesgo por Género

La distribución de casos positivos para VPH Alto Riesgo según el grupo etario,

muestra un 31.3% en mujeres de 15 a 29 años y 25.2% en las de 30 a 72 años.

Las diferencias observadas no son estadísticamente significativas,

seguramente  por falta de potencia, y por tanto en los dos grupos etarios

observamos porcentajes compatibles con el 27.2% poblacional.

Tabla 8. Casos positivos de VPH Alto Riesgo por Grupos de edad

PCR VPH Alto Riesgo

TotalDetectado No detectado

Edad

15-29 Años 15 33 48

31,3% 68,8% 100,0%

30-72 Años 26 77 103

25,2% 74,8% 100,0%

Total 41 110 151

27,2% 72,8% 100,0%

Prueba de Chi-Cuadrado

Chi-cuadrado Grados de Libertad p

0,597 1 0,43

0,00%

10,00%

20,00%

30,00%

40,00%

50,00%

60,00%

70,00%

80,00%

90,00%

100,00%

Femenino Masculino

30,6%

0,0%

69,4%

100,0%

Detectado

No Detectado
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Figura 17. Porcentajes de casos detectados para VPH Alto Riesgo por Grupos de Edad

Los casos positivos detectados según el lugar de residencia, muestran

porcentajes casi iguales entre los departamentos de La Paz y Santa Cruz,

25.0% y 22.2% respectivamente, sin embrago en el grupo Otros se detectó un

42.3%. Pese a estas diferencias, los valores obtenidos no son estadísticamente

significativos, respecto al 27.2% poblacional.

Tabla 9. Casos positivos de VPH Alto Riesgo por lugar de Residencia

PCR HPV Alto Riesgo

TotalDetectado No detectado

Residencia

La Paz 20 60 80

25,0% 75,0% 100,0%

Santa Cruz 10 35 45

22,2% 77,8% 100,0%

Otros* 11 15 26

42,3% 57,7% 100,0%

Total 41 110 151

27,2% 72,8% 100,0%

Prueba de Chi-Cuadrado

Chi-cuadrado Grados de Libertad p

3,73 2 0,154

* Incluye los departamentos de Pando, Beni, Cochabamba, Chuquisaca, Tarija

0,00%

10,00%

20,00%

30,00%

40,00%

50,00%

60,00%

70,00%

80,00%

15-29 Años 30-72 Años

31,2%

25,2%

68,8%

74,8%

Detectado

No Detectado
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Figura 18. Porcentajes de casos detectados para VPH Alto Riesgo por lugar de Residencia

Las cargas virales detectadas fueron de una gran diversidad, desde 804 hasta

867.963 copias/mL, obteniendo una media de 100.185 copias/mL

Tabla 10. Valores de Carga Viral

Carga Viral (copias / mL)

Mínimo 804,0

Máximo 867963,0

Media 100185,3

Desv. típ. 208712,3

0,00%

10,00%

20,00%

30,00%

40,00%

50,00%

60,00%

70,00%

80,00%

La Paz Santa Cruz Otros

25,0%
22,2%

42,3%

75,0% 77,8%

57,7%

Detectado

No detectado
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Figura 19. Valores detectados de la Carga Viral de VPH
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6.3. Optimización de la PCR Real Time para VPH16 y VPH18

Siguiendo las instrucciones de la guía de diseño del producto Taqman

Universal Master Mix® y tomando en cuenta que la reacción de PCR a

optimizar es de tipo dúplex, ya que permitirá la detección de los dos genotipos

oncogénicos a la vez, se llegó a las siguientes condiciones de reacción:

Tabla 11. Mix de Reacción

Reactivo Volúmen (uL) por muestra

TaqMan ® Universal Master Mix II 10

Forward Primer HPV 16 (10 uM) 1.8

Reverse Primer HPV 16 (10 uM) 1.8

Sonda TaqMan HPV 16 (10 uM) 0.5

Forward Primer HPV 18 (10 uM) 1.8

Reverse Primer HPV 18 (10 uM) 1.8

Sonda TaqMan HPV 18 (10 uM) 0.5

Muestra 2

Volumen de Reacción Total 20.2

Figura 20. Método de Corrida para la reacción de PCR Real Time para VPH16 y VPH18
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Bajo las condiciones de reacción ya establecidas, se verificó la funcionalidad de

la PCR procesando una muestra tomada como control positivo, la cual dio un

Ct de 5 para VPH16 y Ct de 7 para VPH18:

Figura 21. Curva de amplificación del control positivo en escala logarítmica. VPH16 (rojo), VPH18 (azul)

Figura 22. Curva de amplificación del control positivo en escala lineal. VPH16 (rojo), VPH18 (azul)
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Con la PCR Real Time dúplex para VPH16 y VPH18 ya estandarizada, se

prosiguió al análisis de las muestras que dieron positivo en la PCR Real Time

de VPH Alto Riesgo.

6.4. Genotipificación de VPH16 y VPH18 por PCR Real Time con
sondas TaqMan ®

De los resultados obtenidos en las 41 muestras se obtuvieron 10 positivos para

VPH16 y ocho para VPH18, del total de muestras en cinco casos se vio

coinfección.

Figura 23. Curva de amplificación de las muestras en escala logarítmica. VPH16 (rojo), VPH18 (azul)
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Figura 24. Curva de amplificación de las muestras en escala lineal. VPH16 (rojo), VPH18 (azul)

Los casos de coinfección según grupo de edad muestran un mayor porcentaje

en el grupo de 15 a 29 años (20%), y en el departamento de La Paz se

detectaron tres casos de este tipo (15.0%), respecto al de Santa Cruz donde no

se vio ningún caso.

Tabla 12. Casos positivos de Coinfección por VPH16 y VPH18 según
grupos de edad

Coinfección

TotalDetectado No detectado

Edad 15-29 Años 3 12 15

20,0% 80,0% 100,0%

30-72 Años 2 24 26

7,7% 92,3% 100,0%

Total 5 36 41

12,2% 87,8% 100,0%



46

Tabla 13. Casos positivos de Coinfección por VPH16 y VPH18 según el
lugar de Residencia

Coinfección

TotalDetectado No detectado

Residencia La Paz 3 17 20

15,0% 85,0% 100,0%

Santa Cruz 0 10 10

,0% 100,0% 100,0%

Otros* 2 9 11

18,2% 81,8% 100,0%

Total 5 36 41

12,2% 87,8% 100,0%

* Incluye los departamentos de Pando, Beni, Cochabamba, Chuquisaca, Tarija

Del total de las muestras, casos de infección por VPH16, se encontraron diez,

viendo en el grupo de 15 a 29 años, seis casos (40%) y en el departamento de

La Paz este representa el 30% (seis casos), lo contrario de Santa Cruz, donde

no se detectó ni un solo caso.

Figura 25. Curva de amplificación de las muestras positivas para VPH16  en escala logarítmica
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Figura 26. Curva de amplificación de las muestras positivas para VPH16  en escala lineal

Tabla 14. Casos positivos de infección por VPH16 según grupos de edad

Genotipificacion VPH16

TotalDetectado No detectado

Edad 15-29 Años 6 9 15

40,0% 60,0% 100,0%

30-72 Años 4 22 26

15,4% 84,6% 100,0%

Total 10 31 41

24,4% 75,6% 100,0%

Tabla 15. Casos positivos de infección por VPH16 según el lugar de
Residencia

Genotipificación VPH16

TotalDetectado No detectado

Residencia La Paz 6 14 20

30,0% 70,0% 100,0%

Santa Cruz 0 10 10

,0% 100,0% 100,0%

Otros* 4 7 11

36,4% 63,6% 100,0%

Total 10 31 41

24,4% 75,6% 100,0%

* Incluye los departamentos de Pando, Beni, Cochabamba, Chuquisaca, Tarija
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La genotipificación de VPH18 detecto ocho casos, siendo el grupo de 15 a 29

años el que presenta mayor porcentaje de casos (26.7%), a nivel de

departamentos, en La Paz y Santa Cruz se detectó el 20% de casos

detectados de VPH18.

Figura 27. Curva de amplificación de las muestras positivas para VPH18  en escala logarítmica

Figura 28. Curva de amplificación de las muestras positivas para VPH18  en escala lineal
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Tabla 16. Casos positivos de infección por VPH18 según grupos de edad

Genotipificación VPH18

TotalDetectado No detectado

Edad 15-29 Años 4 11 15

26,7% 73,3% 100,0%

30-72 Años 4 22 26

15,4% 84,6% 100,0%

Total 8 33 41

19,5% 80,5% 100,0%

Tabla 17. Casos positivos de infección por VPH18 según el lugar de
Residencia

Genotipificación VPH18

TotalDetectado No detectado

Residencia La Paz 4 16 20

20,0% 80,0% 100,0%

Santa Cruz 2 8 10

20,0% 80,0% 100,0%

Otros* 2 9 11

18,2% 81,8% 100,0%

Total 8 33 41

19,5% 80,5% 100,0%

* Incluye los departamentos de Pando, Beni, Cochabamba, Chuquisaca, Tarija

7. DISCUSIÓN

En el presente estudio se trabajó con 151 muestras de hisopados genitales

colectadas durante el periodo de mayo del 2013 a julio del 2014, dichas

muestras se obtuvieron de laboratorios privados de siete departamentos de

nuestro país, donde los pacientes dieron su consentimiento para que sus

muestras formen parte del estudio. El número total de muestras provenientes

de cada departamento fue variable, y dependió de los convenios

interlaboratoriales con los cuales nuestra institución mantiene relaciones; fue

de esta manera, que se prosiguió al procesamiento de las muestras para
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determinar la presencia de VPH de Alto Riesgo y los genotipos VPH16 /

VPH18.

Una gran mayoría de la población que participó del estudio, fueron mujeres que

asistieron a los servicios laboratoriales por voluntad propia y mediante

campañas de detección (ciudad de Santa Cruz) para determinar si presentan la

infección, se puede decir que esta población en su mayoría presentaba

citología normal, ya que en las observaciones de la remitencia de las muestras

no se indicaban alteraciones en sus exámenes de Papanicolaou.

7.1. Prevalencia de casos positivos de VPH Alto Riesgo

Para este procedimiento se utilizó el Kit comercial de la línea DAAN Gene Co.:

“High Risk Human Papillomavirus Fluorescent polymerase Chain Reaction

Diagnostic Kit”, esta técnica de PCR Real Time, permite determinar la

presencia y la carga viral de los VPH Alto Riesgo, la cual se caracteriza por el

uso de sondas TaqMan, siendo esta aplicación, una de las últimas técnicas

desarrolladas en el campo de la Biología Molecular, ya que mediante una

reacción multiplex, permite la identificación de ocho genotipos oncogénicos a la

vez (tipos 16, 18, 31, 33, 45, 52, 56 y 58).

En reacciones de PCR, las de tipo Tiempo Real permiten la medición e

identificación de los productos durante el proceso de amplificación de las

muestras, mediante el seguimiento de su evolución en gráficas interactivas por

un software especializado, permitiendo de esta manera, un control constante

de la reacción y evitando la lectura de resultados falsos positivos que se

obtienen en reacciones de PCR convencionales.

El diseño basado en sondas TaqMan, otorga un tercer punto de especificidad

en la reacción (a parte de los dos primers), eliminando de manera definitiva la

reacción cruzada con otros posibles agentes infecciosos; además de evitar la

formación de dimeros de primers, que en reacciones de PCR convencional,
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llevan a la mala interpretación de resultados y a la expresión de resultados

falsos positivos.

Del total de muestras analizadas se detectaron 41 casos positivos,

representando el 27.2% de prevalencia (IC 95%: 19,72 – 34,54). No existen

estudios y publicaciones oficiales a nivel nacional, diseñados para determinar la

presencia de genotipos de alto riesgo de VPH, por lo que el presente trabajo

será uno de los primeros pasos para determinar la frecuencia de casos en las

poblaciones con las que se trabajó.

A nivel de la población femenina la prevalencia fue del 30,6% (IC 93%: 22,42 –

38,77), siendo este un valor alto, respecto a otros datos que mencionan que la

prevalencia de VPH en poblaciones femeninas de países en vías de desarrollo

es de aproximadamente el 15% (68); es importante mencionar que la mayoría

de las personas que asistieron a los laboratorios para realizarse este examen,

son personas que ya sospechan de alguna infección genital, y que por

recomendaciones médicas acudieron a los servicios laboratoriales; es decir,

que esta población de estudio es de mayor riesgo que de la normal y por tanto,

estamos sobreestimando el porcentaje de casos positivos.

La población de estudio se la clasificó en dos grupos etarios, de 15 a 29 años y

de 30 a 72 años, esto fue determinado tomando en cuenta las

recomendaciones de la Sociedad Americana del Cáncer, la cual recomienda

como prueba de Screening en mujeres menores de 30 años, a la Prueba de

Papanicolaou, y en mujeres mayores de 30 años adiciona también la

realización de las pruebas que identifican directamente al VPH en muestras de

regiones genitales, siendo estas pruebas las que se realizan por técnicas de

biología molecular.

El análisis según grupos de edad, muestra porcentajes de prevalencia sin

grandes diferencias, en el grupo de 15 a 29 años se obtuvo 31,3% y en el de

30 a 72 años fue de 25,2%, obteniéndose un Chi-cuadrado de 0,597 (p= 0,43),

demuestrando que no existe una diferencia significativa y con estos datos
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podemos indicar que la prevalencia de casos con infección de VPH no cambia

con la edad.

Varios estudios a nivel Latinoamérica, determinaron la presencia de los

genotipos de Alto Riesgo. En Colombia, se determinó una prevalencia del

10.4% de los genotipos de Alto Riesgo, donde los casos positivos observados

en su mayoría pertenecían a mujeres menores de 35 años (72); los valores de

frecuencia, sin embrago varían según la población de estudio y características

sociales de sus integrantes, en Caracas, contrariamente a lo mencionado

antes, se encontró el 50.6% de prevalencia de los genotipos de VPH Alto

Riesgo (73); sin embargo, en Chile y Perú, se obtuvieron prevalencias del 8.4%

(74) y 12.6% (75) respectivamente. En nuestro estudio la prevalencia de

30,6%, demuestra un elevado índice respecto a otros estudios ya

mencionados, cabe mencionar también, que este valor depende de

condicionantes sociales y factores predisponentes para adquirir la infección,

siendo una característica que en mujeres jóvenes, la frecuencia con que se

presenta la infección es relativamente más alta, pero que por características

inmunológicas estas pueden pasar desapercibidas.

La organización de la población según el lugar de residencia, tuvo que

realizarse tomando en cuenta principalmente a los departamentos de La Paz y

Santa Cruz, las demás ciudades (Beni, Pando, Cochabamba, Chuquisaca y

Tarija) se las organizo en el grupo de Otros, debido a que el número de

muestras provenientes fue mucho menor.

Las frecuencias de casos positivos detectados entre La Paz y Santa Cruz son

semejantes, 25,0% y 22,2% respectivamente, no existiendo grandes

diferencias, a pesar de las diferencias geográficas y culturales que existen,

presentando también factores comunes entre sí, como los relacionados al

excesivo consumo de alcohol, tabaco, uso de la anticoncepción oral, múltiples

parejas sexuales y temprana edad en el inicio de la actividad sexual, teniendo

en cuenta que estos factores mencionados son mayores en la región del

oriente boliviano. Las muestras pertenecientes al grupo de Otros, a pesar de su

número más pequeño, son los que presentan el mayor índice de prevalencia
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(42,3%), teniendo en cuenta que estas personas, posiblemente ya pertenecen

a un grupo de mayor riesgo, ya que asisten a la realización de estas pruebas

cuando existen grados más avanzados en los procesos de infección. A pesar

de las prevalencias obtenidas, el valor estadístico Chi-cuadrado de 3,73 (p=

0,154), nos indica que estadísticamente estos valores no son significativos, no

existiendo grandes diferencias entre los tres grupos de residencia. Nuestra

población de estudio, en su mayoría, se caracteriza por presentar riesgos de

padecer alguna patología a nivel genital, por lo que recién, deciden asistir a los

servicios médicos; determinando de esta manera, que nuestra población de

estudio presenta sesgos de selección que afectan a la expresión final de

nuestros resultados, por lo que aun, estos datos no pueden ser tomados como

referentes de la población en general, sino como datos que sólo muestran su

presencia en determinados grupos de personas que ya presentan factores de

riesgo para adquirir la infección por VPH.

7.2. Optimización de la PCR Real Time para VPH16 y VPH18

Para realizar la genotipificación de los VPH, se optimizo una reacción de PCR

Real Time Duplex, para identificar en una sola reacción a los dos genotipos

principales (VPH16 y VPH18). Para dicho efecto, se diseñó la reacción bajo el

principio de sondas TaqMan, las cuales se encuentran marcadas con

moléculas MGB/NFQ (Minor Groove Binder – Non Fluorescent Quencher)

como Quencher, siendo este tipo de ensayos, los que permiten asegurar un

mejor rendimiento en la amplificación de los productos y evita la formación de

productos inespecíficos.

Como marcadores de tipo Reporteros se utilizó la molécula FAM (6-

carboxyfluoresceina) para el diseño de la sonda para VPH16 y VIC para la

sonda de VPH18; además de estas dos sondas se adiciona en la reacción un

marcador de referencia pasiva, denominado ROX, el cual cumple la función de

normalizar la fluorescencia basal presente en los tubos de reacción, las cuales

se producen por pequeñas alteraciones en el pipeteo o por las diferencias de

concentración de los reactivos en los pocillos de la placa de la PCR.
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Debido a que en la primera reacción se determinó la presencia de los VPH Alto

Riesgo y su carga viral, en este ensayo se realizó un experimento de tipo

Presencia / Ausencia, para determinar si en las muestras están presentes los

genotipos 16 y 18, para determinar casos de coinfección, o si hay presencia de

otros tipos de VPH Alto Riesgo.

Uno de los inconvenientes para este experimento fue la falta de un control

positivo alto para las reacciones de estandarización, esto debido principalmente

a que en nuestro medio no existen laboratorios de referencia que realicen

cultivos celulares para la obtención de genotipos específicos de VPH, en este

caso los genotipos 16 y 18. Ante este problema tomamos como control positivo

una muestra que dio positivo para la reacción de VPH Alto Riesgo, esta

muestra tenía la característica de presentar la más alta carga viral (867.963

copias/mL) y ante la reacción de PCR presentó un Ct (Cycle Treshold) de 5

para VPH16 y Ct de 7 para VPH18, siendo estos valores óptimos para utilizarlo

como control en las posteriores reacciones de estandarización de la PCR.

Para llegar a las mejores condiciones de la Mix de reacción, se evaluaron

condiciones de temperatura y número de ciclos, tomando como base, la guía

de optimización recomendada por la marca comercial TaqMan Universal

Master Mix® de la línea Applied Biosystems, de esta manera se llegó a las

mejores condiciones para determinar la Presencia o Ausencia de los genotipos

16 y 18 de VPH.

Estudios similares para este fin, utilizaron técnicas como las de Captura Hibrida

y PCR convencional (76), actualmente recién se están utilizando técnicas más

novedosas con el fin de determinar la presencia de los genotipos de alto riesgo

(77); en nuestro medio muchos instituciones de servicios laboratoriales públicos

aún no están ingresando en esta tecnología de diagnóstico, todavía mantienen

técnicas convencionales como la de PCR en punto final, siendo susceptibles de

cometer errores en la interpretación de resultados en los cuales se presenten

muestras con cargas virales bajas, dando lugar a lecturas de falsos positivos y

falsos negativos. Recién en estas últimas gestiones del sistema público de
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educación universitaria, se viene entrando en esta tecnología de la PCR en

tiempo Real, por lo cual estudios como este servirán como base para el diseño

de técnicas de PCR en Tiempo Real similares a las que se realizó en este

trabajo.

7.3. Frecuencia de los Genotipos VPH16 y VPH18

De las 151 muestras procesadas, 41 dieron reacción positiva para VPH Alto

Riesgo, las cuales se analizaron para determinar la presencia de los genotipos

16 y 18, de esta manera fue que se obtuvieron resultados que nos permitieron

analizar su distribución según su género, edad y residencia.

Las 41 muestras positivas para Alto Riesgo pertenecieron todas al género

femenino, analizándolas según su edad se obtuvo un 20% de casos de

coinfección en el grupo de 15 a 29 años, mucho más que en las mujeres de 30

a 72 años (7.7%), esto concuerda con otros estudios que mencionan las más

altas incidencias de coinfección en mujeres menores de 30 años (72). A pesar

de estos datos, se ha observado que la diferencia para que una mayoría de las

mujeres menores a 30 años no desarrolle lesiones cervicales, es el factor

relacionado con su sistema inmunológico, el cual les permite la eliminación

espontanea de la infección o su latencia, siendo común encontrar en mujeres

jóvenes, la infección por VPH Alto Riesgo, y en este caso, las coinfecciones por

VPH16 y 18.

Los datos de coinfección según el lugar de residencia, demuestran claramente

que las muestras provenientes de la ciudad de La Paz tienen una incidencia

considerable (15.0%) respecto a la ciudad de Santa Cruz, donde no se observó

ninguno. Es importante mencionar que la ciudad de La Paz, por su condición

de Sede de Gobierno, es un punto de unión para personas de distintos lugares

del interior del país, incluso existiendo gran influencia por poblaciones de

países vecinos, siendo este factor, uno de las posibles causas para la

diseminación de mayores casos de personas infectadas por ambos genotipos.
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Los resultados de infección por VPH16, muestran una clara preferencia por el

grupo de mujeres de 15 a 29 años (40.0%), siendo importante mencionar que

todos estos casos son provenientes de la Ciudad de La Paz (30.0%) y de los

demás departamentos en estudio, observándose que ningún caso fue

correspondiente a la ciudad de Santa Cruz, siendo una característica

importante para mencionar, ya que es por demás interesante que no se haya

podido detectar ningún positivo para VPH16 en este departamento, pudiendo

estimar que en esta población predominan y circulan otros genotipos de Alto

Riesgo.

Los casos detectados de VPH18 presentan mayor semejanza entre los grupos

de edad no existiendo grandes diferencias, pero al igual que en los otros

parámetros de coinfección y de infección por VPH16, el grupo de 15 a 29 años

presenta la más alta prevalencia (26.7%), viéndose igualdad de proporciones

según el lugar de residencia, tanto en La Paz (20.0%), Santa Cruz (20.0%) y en

los demás departamentos (18.2%), detectándose valores similares de casos

positivos. Por lo encontrado, este genotipo, es el que presenta una distribución

más pareja y el que se encuentra por igual en todos los lugares del estudio.

Al igual que en la detección de casos positivos de VPH Alto Riesgo, no existen

datos estadísticos oficiales que nos mencionen la frecuencia de casos de

infección por genotipos específicos de VPH16 y VPH18, siendo estos datos

importantes para futuras investigaciones que abarquen mayor número de

personas y variables de estudio.

Fue de esta manera, que la implementación de una técnica novedosa en

nuestro medio, como es la técnica de PCR Real Time con sondas TaqMan,

permitió la detección de dos genotipos de VPH de Alto Riesgo en la misma

reacción, tomándolos en cuenta para este estudio a los más representativos de

este grupo, VPH16 y VPH18.

Como punto final, cabe mencionar, que el presente estudio al estar basado en

un muestreo por conveniencia, presenta, sesgos de selección de individuos,

siendo en su mayoría, poblaciones que presentan mayores riesgos de adquirir
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la infección por VPH y de desarrollar el Cáncer de Cuello uterino, por lo tanto,

los valores obtenidos en el presente estudio (porcentajes de casos) no se

pueden interpretar como poblacionales, sino como una primera aproximación

para percibir la magnitud de esta patología y poder establecer distintas

hipótesis de estudio.

Es importante mencionar que los resultados de este estudio, una vez hecho

públicos servirán como base para el diseño de nuevos estudios poblacionales,

que permitirán establecer diferencias estadísticas entre grupos de edad y

grupos geográficos más claros, considerando como punto para obtener una

mayor potencia estadística el incrementar el número de muestras; es de esta

manera, que nuestro trabajo permitirá proporcionar una mejor guía sobre la

diseminación y presencia de estos genotipos en nuestra población.

8. CONCLUSIONES

- La población de estudio se conformó por 151 muestras de hisopados

genitales correspondientes a 134 mujeres y 17 varones, de las cuales el

31,8% correspondía a población de 15 a 29 años de edad y el 68,2% a

la población de 30 a 72 años; 80 muestras fueron provenientes del

departamento de La Paz, 45 de Santa Cruz y 26 al grupo denominado

Otros, el cual incluía los departamentos de Pando, Beni, Cochabamba,

Chuquisaca y Tarija.

- De las 151 muestras procesadas, 41 dieron positivo para la reacción de

VPH Alto Riesgo, siendo todas provenientes de mujeres, siendo la

presencia de estos virus del 31.3% en mujeres de 15 a 29 años y 25.2%

en las de 30 a 72 años; los departamentos de La Paz y Santa Cruz,

muestran porcentajes casi iguales, 25,0% y 22,2% respectivamente,

obteniéndose en el grupo Otros un 42,3%.

- Se optimizó un ensayo de PCR en Tiempo Real Dúplex de tipo

Presencia / Ausencia, el cual permite la identificación de VPH16 y

VPH18 en una misma reacción; siendo importante destacar, el diseño de
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primers y sondas TaqMan® mediante el software Primer Express y el

uso del equipo Step One PlusTM.

- En las 41 muestras analizadas para la genotipificación de VPH16 y

VPH18, se obtuvieron cinco casos de coinfección, obteniéndose el

mayor porcentaje en mujeres de 15 a 29 años (20%), detectándose tres

casos en el departamento de La Paz, respecto al de Santa Cruz donde

no se vio ninguno.

- Se detectaron 10 casos de infección por VPH16, observándose seis

casos en el grupo de 15 a 29 años (40%); en el departamento de La Paz

se detectó el 30% de los casos, lo contrario de Santa Cruz, donde no se

detectó ni un solo caso.

- Los casos detectados de VPH18 fueron ocho, siendo importante

mencionar, que el grupo de 15 a 29 años presenta el mayor porcentaje

de casos (26.7%); según el lugar de residencia, se detectaron

porcentajes similares, La Paz y Santa Cruz con 20% y el grupo Otros

con un 18,2%.

8.1. Conclusión General

En base a los resultados obtenidos, en el presente estudio se concluye que

mediante la optimización de un ensayo de PCR en Tiempo Real, de tipo

Duplex, se pudo detectar la presencia de casos positivos de infección por los

principales genotipos de Alto Riesgo, VPH16 y VPH18. También se determinó

que es una técnica muy útil, para el seguimiento epidemiológico de la

distribución de los VPH oncogénicos, así como permitir un diagnóstico más

seguro frente a otras técnicas que pueden dar resultados falsos positivos.

9. RECOMENDACIONES

El presente trabajo posibilitó la evaluación de la presencia de sólo dos

genotipos oncogénicos de VPH (16 y 18), quedando pendiente, la identificación

de los demás genotipos de alto riesgo circulantes en nuestro medio, es por
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esto, que se recomienda para futuros estudios, considerar la identificación de

los demás genotipos, incluyendo mayores grupos de personas de todo el país,

lo cual permitirá la obtención de un mejor panorama sobre su distribución;

además de evaluar más variables relacionadas a factores socioeconómicos, los

cuales serían predisponentes para la adquisición de la infección del VPH y del

posterior desarrollo del cáncer de cuello uterino, los cuales no pudieron ser

tomados en cuenta en el presente trabajo.

El presente trabajo al presentar sesgos de selección de individuos, también

recomienda realizar futuros estudios poblacionales con mayores grupos  de

personas y donde se consideren la selección Al Azar de individuos, con la

finalidad de obtener resultados más precisos sobre la distribución de los

genotipos de VPH de Alto Riesgo según grupos etarios y geográficos.
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A. Consentimiento Informado

Título: Identificación / Caracterización Molecular y Genética del Virus Papiloma
Humano Oncogénicos en Muestras Genitales de Población Boliviana

Investigador principal: Diego Bonifaz Pérez
Institución: Universidad de Barcelona              Teléfono: 591 77559439
No. protocolo:
Patrocinador: Universidad de Barcelona (España) y Universidad Mayor de San Andrés
(Bolivia)

DECLARACIÓN DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

El abajo firmante o bajo la responsabilidad de su pariente cercano se identifica a

continuación y, en su caso, bajo la responsabilidad del investigador o bioquímico que

firma este documento, reconoce haber leído o escuchado este consentimiento que

establece lo siguiente:

1. Que la participación en este estudio es voluntaria, y su negación a la participación

no va a implicar ningún tipo de represalias o pérdida de beneficios a los que tenga

derecho el participante o sus dependientes.

2. Que está de acuerdo a participar en el estudio, en el que se procederá según los

siguientes procedimientos:

a. recolecta de una muestra de hisopado genital (para el diagnóstico de la infección

por Virus del Papiloma Humano).

b. responder a las preguntas del cuestionario del estudio.

3. Después del diagnóstico del participante en el estudio, ya sea enfermo o infectado,

recibirá, de forma gratuita, cuidados y controles recomendados por el Ministerio de

Salud en sus protocolos para la atención de la infección por Virus del papiloma

Humano.

4. Los que participen en el estudio, ya sea el paciente o la familia no recibirá los

beneficios adicionales más allá de los ya mencionados (diagnóstico de la infección y /

o enfermedad).

5. Que la participación en este estudio será confidencial y los registros o resultados de

pruebas relacionadas con el estudio se mostrarán sólo a los participantes y
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representantes de la Universidad de Barcelona y de la Universidad Mayor de San

Andrés, así como el Estado o las autoridades nacionales de reglamentación, con el fin

de asegurar que la información clínica o de investigación se use con fines de

regulación. La identidad de los participantes siempre permanecerá en confidencialidad.

El promotor asegura que esto sucederá de acuerdo con las leyes que regulan la

protección nacional o internacional.

6. El participante y sus familias tendrán derecho a las aclaraciones que consideren

necesarias en cualquier momento del desarrollo del estudio y se les notificará de

cualquier nueva información relacionada. El Dr. Diego Bonifaz, cuyo número de

teléfono es 77559439, contará con la disponibilidad de conocer y aclarar las posibles

dudas de los participantes;

7. Que el participante tendrá el derecho de retirarse de este estudio en cualquier

momento sin represalias, y también el derecho a mantener en su poder una copia

firmada de este documento.

8. Una vez debidamente informado sobre el contenido de este estudio, y habiendo

firmado libremente el consentimiento informado, se acepta la inclusión como

participante en esta investigación.

9. Que los resultados del estudio podrán ser presentados en órganos de divulgación

pública como conferencias y eventos científicos, así como en publicaciones científicas.

10. Que el sujeto de investigación tendrá derecho a la atención médica y / o de los

recursos disponibles en la institución donde se llevará a cabo si se produce alguna

necesidad relacionada con los procedimientos realizados en el marco del mismo.

Ciudad de La Paz, Departamento de La Paz, Bolivia.        Fecha: ...... /...... /......

Nombre: …………………………………………………………………………
Edad: ……………………
Sexo: ……………

Firma del paciente o tutor: ............................................ ........................................
La huella digital (w / analfabeto)

Nombre del bioquímico: Dr. Diego Bonifaz Pérez

Firma del bioquímico:…………………………………………
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B. Carta de aprobación del Comité de Bioética de la Universidad de
Barcelona
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C. Áreas de trabajo del Laboratorio de Genética y Diagnóstico Molecular

Extracción de Ácidos Nucleicos

Pre-Amplificación de Productos
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Equipo de Real Time PCR – StepOne PlusTM


