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RESUMEN

El virus del papiloma humano de alto riesgo oncogénico (VPH-AR) desempefia un papel
fundamental en el desarrollo de Neoplasia Intraepitelial Cervical grado 2 o mas (NIC 2+),
siendo VPH 16 el més frecuente. Por ello, el objetivo del presente estudio descriptivo de corte
transverso fue determinar la frecuencia de tipos de VPH-AR por PCR-RLB y de anticuerpos
contra VPH 16 por inmunocromatografia en muestras de cepillado de cuello uterino y de suero,
respectivamente, de 306 mujeres VPH-AR positivas por Captura Hibrida 2 (CH2) con y sin
diagndstico de NIC 2+, ESTAMPA 2014-2019. El VPH 16 fue el tipo mas frecuente (15,36%
ICos506 11,75%-19,83%), seguido del VPH 31 (12,42% ICgs% 9,18%-16,59%). Se observo un
aumento de frecuencia de VPH 16 del 10,87% en mujeres sin NIC 2+ al 40,74% con NIC 2+,
Ademas, se observo un 14,05% (1Cg5%10,60%-18,39%) de anticuerpos contra VPH 16, sin
diferencia significativa en mujeres con o sin NIC 2+ (p=0,39). Al mismo tiempo, se observé
una mayor frecuencia de mujeres con NIC 2+ que se realizaron el ultimo Pap hace més de 5
afios (p=0,025), con una carga viral relativa intermedia o mayor (p=0,013) e infecciones con
tipos de VPH-AR mas frecuentes (VPH 16/18, p=0,0001; VPH 16/18/45, p=0,0008; VPH
16/18/45/33/31/52, p=0,00003). Estos datos podrian servir para fortalecer estudios
epidemioldgicos, campafas de educacién, asi como, para estudios que analicen diferentes
opciones de triage (tipificacion, carga viral relativa) contribuyendo al manejo de mujeres VPH-
AR positivas identificando al grupo que precisara de un control méas cercano para prevenir el

desarrollo de lesiones NIC2+.

Palabras claves: Tipos de VPH AR, anticuerpos contra VPH 16, mujeres con/sin NIC2+.
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ABSTRACT

The oncogenic high-risk human papillomavirus (HR-HPV) plays a fundamental role in
the development of grade 2 or higher Cervical Intraepithelial Neoplasia (CIN 2+), with HPV
16 being the most frequent. Therefore, the objective of this descriptive cross-sectional study
was to determine the frequency of HR-HPV types by PCR-RLB and of antibodies against HPV
16 by immunochromatography in cervical brushing and serum samples, respectively, from 306
women HR-HPV positive by Hybrid Capture 2 (CH2) with and without CIN 2+, ESTAMPA
2014-2019. HPV 16 was the most frequent type (15.36% Clgse 11.75% -19.83%), followed by
HPV 31 (12.42% Clos% 9.18% -16.59%). An increase in the frequency of HPV 16 was observed
from 10.87% in women without CIN 2+ to 40.74% with CIN 2+. Furthermore, 14.05% (Close
10.60% -18.39%) of antibodies against HPV 16 were observed, with no significant difference
in women with or without CIN 2+ (p = 0.39). At the same time, there was a higher frequency
of women with CIN 2+ who had her last Pap test more than 5 years ago (p = 0.025), with an
intermediate or higher relative viral load (p = 0.013) and infections with most frequent HR-
HPV types (HPV 16/18, p = 0.0001; HPV 16/18/45, p = 0.0008; HPV 16/18/45/33/31/52, p =
0.00003). These data could be used to strengthen epidemiological studies, education campaigns,
as well as for studies that analyse different triage options (genotyping, relative viral load)
contributing to the management of HR-HPV positive women, identifying the group that will

require closer control to prevent the development of CIN2+.

Keywords: HR-HPV types, antibodies against HPV 16, women with/without CIN2+.



INDICE

1. INTRODUGCCION ...oooiiiiiiiiiniieesiseiesesesssessess st sssesens 1
1.1, Generalidades........ccooiiieiiiiiiiie et 2
1.2, Estructura viral, gendmica y organizaCion...........cccccceoenervnieneisienennns 2
1.3, ClaSificacion Viral .........ccccccvvviiiiiiiieieic e 3
1.4, Ciclodevidadel VPH ... 5
1.5.  Historia natural de infeccion por virus de papiloma humano................ 7
1.6.  Lesiones escamosas intraepiteliales y CANCEr ........ccccvvevvivieiiicicnennns 7
1.7.  Factores de riesgo y desarrollo de cancer de cuello uterino ................. 8
1.8, Prevencion Primaria......cccccceieeieeieiieeseesesieeseesse e sreesee e sreesse e 9
1.9, Prevencion SECUNGAIIA .......cocviieeeieieiesie et 10
1.10.  Potenciales biomarCadores ..........coovrereieieninieieeenese s 13
1.11.  EPIidemiolOgia......ccccciiiiieiiiiicicieeie e 15
1.12.  Situacion en ParagUaY ...........ccceeiverueivieieesiesiesieesiesieesree e sseesseennens 15
2. OBUIETIVOS.....cooet ettt 17
2.1, ODbJetiVO geNeral.........ccoveiiiieie e 18
2.2.  ODbjetivos eSPECITICOS ....c.vcviiieciece et 18
3. METODOLOGIA ...ttt 19
3.1, Disefio del eStUAIO.......cccoiiiiiieieieiee e 20
3.2.  Técnicas moleculares utilizadas............c.ccoevrerennieiieneine e 22

a)  Deteccion de infeccion por VPH-AR en muestras cervicales por la técnica de
Captura Hibrida 2 (CH2) ......ccveiece et 22
b)  Extraccién de ADN de muestras cervicales...........cccoceevvevverresnnenne. 23

c)  Tipificacién de VPH en muestras de cuello uterino por la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR) seguida de Hibridacion Reversa en Linea (RLB)........... 24
d) Deteccidn de anticuerpos contra VPH 16 por inmunocromatografia25
3.3, ASUNLOS BLICOS ...vevvvereeiieeieenie st e sie e e stee e ee e siaesee e sreeae e sreeeeenee e 26
3.4, ASUNLOS EStAAISTICOS ....vveveeiieieieiieie et 26
3.4.1 Calculo del tamafo de 1a MUESEra..........ccoevververeeiieieene e 26
3.4.2 Gestion y analisis de 10S datos..........ccooerereniiinieiee e 26
4 RESULTADOS ...t 28
4.1.  Caracterizacion de la poblacion VPH positiva ..........cccccceveniicninnnnen 29



4.2.  Frecuencia de tipos de VPH ... 31

4.3.  Frecuencia de tipos de VPH de mujeres segun diagnostico anatomopatolégico

34

4.4,  Frecuencia de anticuerpos contra VPH 16.........ccccceovivieiiniicnennn 38

4.5. Frecuencia de anticuerpos contra VPH 16 segun diagnostico
ANALOMOPALOIOGICO ...t e 38

4.6. Frecuencia de caracteristicas socio-demograficas, socio-culturales,
antecedentes ginecoldgicos y clinicos segln diagnostico anatomopatoldgico ..... 39
5 DISCUSION ..ottt 41
6 CONCLUSIONES ..ottt 50
7 PERSPECTIVAS ...ttt 53
8 BIBLIOGRAFIA . ......c.cooiiiiisisietsie e 55
9 ANEXOS ... 71

9.1.  Datos soCiodemOografiCoS ..........ccoerriiererieise e 72

9.2.  Cuestionario Factores de reSgo .........ccooererenirenenieieenese e 74

9.3.  Formulario de cepillado endocervical ESTAMPA ..........cccocvvivvnenee. 77

9.4.  Formulario de Colposcopia ESTAMPA ..o 78

9.5. Resultado y diagnostico de biopsia ESTAMPA ..........cccoovvevveviecnenne. 79

9.6. Carta de consentimiento informado ..........ccccoocevvienininienene e 80

9.7.  Manual de OPEraCIONES .........cccceeieiieiie e ctee st 89

9.8. Informe de aceptacion de protocolo..........ccccevvevieiieiicie e 94



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1: Arbol filogenético basado en la secuencia de nucleétidos de la proteina L1

B 10S VPH. .ttt b bbbt b e a e s et e bbbt enes 4
Figura 3.1: Mapa del departamento Central incluyendo los sitios del estudio.............. 21
Figura 3.2: Flujograma del StUIO..........c.eieeieeie e 22

Figura 4.1: Tipificacion del VPH por PCR PGMY09/11biot seguida de hibridacion

Y= 6T W (I = ) TSP OSSPRSSN 32



LISTA DE TABLAS

Tabla 4.1. Caracteristicas socio-demograficas y habito de fumar de 306 mujeres incluidas
en ESTAMPA provenientes del Departamento Central, periodo 2014-2019 .........ccccccevveieveenee. 29
Tabla 4.2. Antecedentes ginecoldgicos, clinicos y caracteristicas socio-culturales de 306
mujeres incluidas en ESTAMPA provenientes del Departamento Central, en el periodo 2014-2019.

....................................................................................................................................................... 30
Tabla 4.3. Frecuencia de los tipos de VPH de 306 mujeres VPH positivas incluidas en
ESTAMPA provenientes del Departamento Central, en el periodo 2014-2019 ........c.ccceevvvvennens 33

Tabla 4.4. Frecuencia de infecciones simples y multiples segun lesiones de bajo y alto
grado de 306 mujeres VPH positivas incluidas en ESTAMPA provenientes del Departamento
Central, en el periodo 2014-2019........cccueiiiieiie et ns 34

Tabla 4.5. Frecuencia de los tipos de VPH de mujeres con lesiones de bajo grado con
infecciones simples o multiples, incluidas en ESTAMPA provenientes del Departamento Central,
en el Periodo 2014-2019........cci et e e re e e rs 35

Tabla 4.6. Frecuencia de los tipos de VPH de mujeres con lesiones de alto grado con
infecciones simples o mdltiples, incluidas en ESTAMPA provenientes del Departamento Central,
en el Periodo 2014-2019........coi e are et e e ae e ns 36

Tabla 4.7. Frecuencia de anticuerpos contra el VPH 16 de 306 mujeres VPH positivas
incluidas en ESTAMPA provenientes del Departamento Central, en el periodo 2014-2019....... 38

Tabla 4.8. Frecuencia de anticuerpos contra VPH 16 segun lesiones de bajo y alto grado
los tipos en 306 mujeres VPH positivas incluidas en ESTAMPA provenientes del Departamento
Central, en el periodo 2014-2019........ccovciiiiecie it e 38

Tabla 4.9. Frecuencia de caracteristicas socio-demogréaficas, socio-culturales,

antecedentes ginecoldgicos y clinicos segln diagnéstico anatomopatoldgico ...........cccceeveveenanens 39



ADN
ARN
ASCUS
CCU
CH?2
ESTAMPA

HLA
LCR
LIEAG
LIEBG
NIC
NIC1lo

menor
NIC 2+
ORF
Pap
PCR
PCR-RLB

RFLP

URL

URR

VPH
VPH-AR
VPH-BR

ABREVIATURAS

Acido desoxiribonucléico

Acido ribonucleico

Células escamosas atipicas de significado indeterminado

Cancer de cuello uterino

Captura Hibrida 2

Estudio de tamizaje y triage de cancer de cuello uterino con
pruebas de virus de papiloma humano

Antigeno leucocitario humano

del inglés

Lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado

Lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado

Neoplasia intraepithelial cervical

Neoplasia intraepitelial cervical de grado 1 0 menor

Neoplasia intraepitelial cervical de grado 2 0 mayor

del inglés Open Reading Frame

Papanicolaou

del inglés Polymerase Chain Reaction

del inglés Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) seguida
de Hibridacion Reversa en Linea (RLB).

del inglés Polimorfismo de fragmentos de ADN obtenidos por
Enzimas de Restriccion

Unidades relativas de luz

del inglés upstream regulatory region

Virus del Papiloma Humano

Virus del Papiloma Humano de alto riesgo oncogénico

Virus del Papiloma Humano de bajo riesgo oncogénico



1. INTRODUCCION



1.1. Generalidades

El virus de papiloma humano (VPH) forma parte de una familia heterogénea de virus, que
alberga importantes tipos carcinogénicos (1). Los primeros VPH encontrados eran causantes de
las verrugas en la piel de varios mamiferos (2), ademas el aislamiento del mismo en los casos
de cancer de cuello uterino (CCU), anogenital y oral condujo a la expansion del estudio de estos
virus en los ultimos afios, tanto a nivel de la estructura, ciclo viral, etc. Asi como posibles
pruebas para la deteccion del virus sobre todo en etapas tempranas, y el desarrollo de vacunas

contra el mismo (3).
1.2.  Estructura viral, gendmica y organizacion

El VPH esta formado por una cépside icosaédrica, sin envoltura y un genoma de ADN circular
de doble hélice, con aproximadamente 8000 pares de base que codifica para 8 marcos de lectura
abierta (Open Reading Frame- ORFs) (4).

Su genoma se encuentra dividido en tres regiones:

La regidn regulatoria de corriente arriba URR (upstream regulatory region): no codificadora,
que posee secuencias que controlan la transcripcion y replicacion viral o también llamada
unidad larga de control (LCR);

La region temprana E (early): que contiene 6 ORFs, que codifican para las proteinas
correspondientesa E1, E2, E4, E5, E6y E7, las cuales estan involucradas en multiples funciones
como la activacion de la transcripcion, transformacion, replicacion y la adaptacion viral a
diferentes ambientes celulares. Las proteinas que intervienen en la replicacion viral son laE1ly
E2, su control E1 y E4, y las que intervienen en los procesos de transformacion celular
correspondientes a E5, E6, E7 (5-7).



La region tardia L (late): que contiene a dos ORFs que son L1y L2, que codifican proteinas de
la capside viral, que forman la estructura del virién y facilitan el empaquetamiento del ADN
(1,8). La regién L1 codifica la proteina principal de la capside (region altamente conservada
entre los diferentes tipos de VPH) y la region L2 para proteinas secundarias antigeno-
especificas (5,9). Los genes de expresion temprana (E) a diferencia de L1 difieren en su

secuencia entre los diferentes tipos de VPH (9).
1.3.  Clasificacion viral

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae. Actualmente se conocen mas de 200 tipos de
VPH clasificados dentro de 29 géneros, aislados de humanos (120 tipos), mamiferos no

humanos, aves y reptiles (64, 3y 2 tipos, respectivamente)(6,7,10).

Las proteinas de la capside de los diversos tipos de VPH son antigénicamente similares, por lo
que, se clasifican segln la homologia de la secuencia de nucledtidos del gen L1 en: género,
especie, tipo, subtipo y variantes. Se habla de “género” de VPH, cuando existe menos de un
60% de homologia, en cuanto a “especie” se refiere a la asociacion filogenética de multiples

tipos de VPH con 60 a 70 % de semejanza en la secuencia génica del gen L1 (11).

Tradicionalmente se han denominado como "tipos"”, siendo un tipo un genoma de VPH de
longitud completa clonado, donde la secuencia de nucleétidos que codifica para L1 es al menos
en un 10% diferente de cualquier otro tipo de VPH (6). Los “subtipos” presentan diferencias en

la secuencia del gen L1 entre el 2 % al 10 % y las “variantes” difieren en menos del 2% (11).

Los diferentes tipos de VPH se encuentran divididos principalmente en 5 de los 29 géneros
(Alfapapilomavirus, Betapapilomavirus, Gamapapilomavirus, Mupapilomavirus,
Nupapilomavirus (6). Ademas, se han dividido en tipos mucosos y cutaneos segun el tropismo
tisular epitelial primario que presenten, asi el género alfa contiene a los virus asociados con el

desarrollo de tumores de los epitelios mucosos (11).



Los VPH mucoso-trépicos, incluyendo a los que infectan el tracto genital, pueden dividirse a
la vez en VPH de alto riesgo oncogénico (VPH-AR) y VPH de bajo riesgo oncogénico (VPH-
BR) dependiendo de su asociacion con lesiones malignas o benignas respectivamente (11,12).
La Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC) recientemente ha publicado
que los VPH-AR se pueden dividir a su vez en aquellos con suficiente evidencia de relacion
causal con el desarrollo de CCU, incluyendo los tipos: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59; y aquellos con limitada evidencia, incluidos los tipos 26, 53, 66, 67, 68, 70, 73, 82 (13). Por
otro lado, los VPH-BR incluyen a VPH 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 (12).
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Figura 1.1: Arbol filogenético basado en la secuencia de nucleétidos de la proteina L1 de los VPH. Se
muestran 3 géneros de Papilomavirus presentes en humanos (Alfapapilomavirus, Betapapilomavirus,
Gamapapilomavirus). EI género alfa contiene a los virus asociados con el desarrollo de tumores de los epitelios
mucosos (extraido de Alison A.et al. 2017)(14).



1.4. Ciclo de vida del VPH

Los VPH infectan células epiteliales y su ciclo de replicacion estd intimamente ligado a la
diferenciacion epitelial. Los diferentes tipos de VPH identificados hasta la fecha, muestran una
especificidad de tejido estricta para la infeccion (15). La infeccion por VPH puede producir una
variedad de lesiones benignas, por ejemplo, verrugas en los pies, también son comunes en las
manos o verrugas genitales. Existe evidencia que sugiere gque el ciclo se inicia con lesiones
previas o micro heridas en la mucosa del epitelio escamoso que exponen la membrana basal y
la capa de células basales a la infeccidn por el virus, el cual posteriormente interacciona con
receptores superficiales como heparan sulfato proteoglicanos y posiblemente también laminina
(16) presentes en las células epiteliales. Una vez que el virus ingresa la infeccion es seguida por
una fase inicial de amplificacion del genoma y luego por el mantenimiento del episoma viral
en un bajo nimero de copias. En la primera fase de la infeccidn solo se expresan las proteinas
E1 y E2 que son las responsables de mantener el bajo nimero de copias. A medida que las
células epiteliales infectadas ascienden a la capa suprabasal, se inicia la fase de diferenciacion,
se estimula la replicacién y expresion viral, con un aumento del nimero de copias virales a
miles de copias por célula, y aumenta la expresion de las oncoproteinas tempranas E6 y E7,
estas oncoproteinas tempranas inhiben a sus supresores del ciclo celular, las proteinas p53 y
Retinoblastoma (pRb) respectivamente, con lo cual reactivan la division celular y mantiene el
episoma viral, inhibe la apoptosis y anula la diferenciacion epitelial (17). Esto facilita una
expansién en el tamafio de la lesidn, que se cree que en parte se debe vincular a funciones
especificas de las proteinas E6 y E7 de alto riesgo. Existen diferencias funcionales entre las
proteinas E7 de alto y bajo riesgo que en gran medida tiene que ver con su capacidad de
asociarse con miembros de la familia de la proteina Retinoblastoma (pRb). La proteina E7 de
alto riesgo puede unirse y degradar tanto p105 como p107, que controlan la entrada del ciclo
celular en la capa basal, asi como p130, que participa en la reentrada del ciclo celular en las
capas epiteliales superiores (18,19). Por otro lado las proteinas E6 de alto riesgo pueden
interactuar con varios blancos, muchos de los cuales estan involucrados en la regulacion de la
polaridad, proliferacion y sefializacion celular (20). Otra caracteristica de las proteinas E6 de
alto riesgo es su capacidad para mediar en la degradacion de p53 dependiente del proteosoma
mediante su ubiquitinacion (21,22). La proteina E7 promueve la progresion de la fase S en

células diferenciadas, mientras que la proteina E6 estd involucrada en la prevencion de la
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apoptosis, que puede ser inducida en respuesta a esta (23).

En un epitelio no infectado, las células basales migran a las capas celulares suprabasales
saliendo del ciclo celular a fin de lograr una diferenciacion completa, permitiendo que la
superficie epitelial forme una barrera fisica contra el medio ambiente (24). Durante la infeccion
con tipos de VPH-AR, se piensa que las proteinas E7 y E6 se expresan en las células basales,

participando en la proliferacion de células basales y parabasales (18,19).

Finalmente, las proteinas de la capside del virus L1 y L2 se expresan y forman la cépside
icosaédrica en donde se empaqueta el genoma del virus recién sintetizado. Para la liberacion de
los nuevos viriones dependen de la ruptura mecanica de las células infectadas, ya que los VPH

no presentan una fase litica (4,25)

Un subconjunto de los VPH que infectan las mucosas, los Ilamados VPH de "alto riesgo” (AR),
causan enfermedad cervical, categorizada como de grado bajo o alto. La mayoria de las
personas experimentaran una infeccion transitoria por VPH-AR durante su vida, pero estas
infecciones no progresaran a una enfermedad o CCU clinicamente significativo porque el
sistema inmunolégico finalmente reconoce y elimina el virus. La progresidn del cancer se debe
a una infeccion persistente con un VPH-AR (15,26). La infeccion por VPH-AR es la causa de
mas del 99,7% de cénceres de cuello uterino en mujeres y un subconjunto de canceres de
orofaringe, predominantemente en hombres. EI VPH16 (genotipo 16 del VPH-AR) es el méas
prevalente en todo el mundo y la principal causa de canceres asociados al VPH. A nivel
molecular, la progresion del cancer se debe al aumento de la expresion de las oncoproteinas
virales E6 y E7, que activan el ciclo celular, inhiben la apoptosis y permiten la acumulacion de
dafio en el ADN (25).



1.5.  Historia natural de infeccién por virus de papiloma humano

La mayoria de las mujeres presentan alguna infeccién por el VPH a lo largo de su vida, sin
embargo, solo en un pequefio porcentaje de estas mujeres ocurre la progresion a cancer, el resto
elimina la infeccion en uno a dos afios. Ese pequefio porcentaje de mujeres que no eliminan la
infeccion son las que poseen mayor riesgo de desarrollar cancer, teniendo en cuenta varios
factores como la infeccidn persistente por el VPH-AR, una carga viral alta, mayor proporcion
del estado integrado del virus, entre otros factores que se asocian con el desarrollo de cancer
invasivo (27-29).

Para que se produzca la transmisién e infeccion por el VPH debe haber contacto piel a piel, piel
a mucosa 0 mucosa a mucosa. La probabilidad de infeccién durante el acto sexual es alta
(30,31). Debido a que la ruta de transmision es comun entre los tipos de VPH, estos tienden a
transmitirse juntos (32,33), resultando en una alta proporcion de infecciones concurrentes con
varios tipos diferentes(34), lo que implica que durante el acto sexual se podria transmitir varios
tipos a la vez. La relacion sexual penetrante no es estrictamente necesario para la transmision y

los tipos de VPH pueden al parecer transferirse al cuello uterino desde el introito vaginal (35).

Casi todas las infecciones son transitorias, ya que son controladas por la respuesta inmune. Por
otro lado, si la infeccion por un mismo tipo de VPH no es resuelta en un periodo de 1 a 2 afios
se considera como persistencia viral. Cerca del 10% de las infecciones por VPH persisten y son
las que tienen mayor potencial oncogénico, disminuyendo la probabilidad de que una lesion sea

aclarada espontaneamente y aumentando la posibilidad de una lesiéon o de CCU (36,37).
1.6.  Lesiones escamosas intraepiteliales y cancer

Los hallazgos citoldgicos de las alteraciones celulares que causa el VPH, se denominan lesiones
intraepiteliales escamosas (LIE) y se clasifican como lesiones intraepiteliales escamosas de alto
(LIEAG) o bajo grado (LIEBG). LIEBG se refiere generalmente a una infeccion de VPH
transitoria, mientras que LIEAG esta asociado frecuentemente a persistencia viral y mayor
riesgo de progresion de lesiones de alto grado y cancer (38). Por otro lado, los hallazgos
histologicos reciben la denominacion de neoplasia intraepitelial cervical (NIC) y se clasifican

en tres niveles progresivos de displasia NIC 1: leve, NIC 2: moderada y NIC 3: severa (39).



La categoria LIEBG corresponde a infecciones viricas, generalmente auto limitadas y que sélo
excepcionalmente evolucionan a carcinoma, en tanto que las LIEAG equivalen a verdaderos
cambios pre-malignos que se corresponden con NIC 2 o displasia moderada y NIC 3 o
carcinoma in-situ (40,41). Por tanto, las lesiones de NIC 2+ incluyen; NIC 2, NIC 3y CCU.

En las LIEBG se pueden ver implicados tipos muy heterogéneos de VPH de alto y bajo riesgo
oncogénico, en tanto que en las LIEAG se hallan mas frecuentemente tipos VPH-AR (42).
Ademas, se habla de atipia de significado indeterminado (ASC-US) para referirse a alteraciones
indeterminadas que no permiten descartar totalmente la presencia de una lesion intraepitelial

pero tampoco son suficientes para diagnosticarla.
1.7.  Factores de riesgo y desarrollo de cancer de cuello uterino

Se ha demostrado la relacion causal entre la infeccion por el VPH para el desarrollo del CCU
(2) donde la infeccion con tipos de VPH oncogeénicos y la persistencia de los mismos, juegan

un rol importante, ya que conducen con el tiempo a lesiones de NIC2+.

Ademas de la infeccion por un tipo de VPH oncogénico y la persistencia viral, como
principales, existen otros factores considerados de riesgo tanto para la adquisicion infecciones

por VPH como para el desarrollo de lesiones de alto grado y CCU.

Debido a que la infeccion por el VPH se transmite sexualmente, factores como la edad en la
primera relacion sexual, el namero de parejas sexuales y el comportamiento sexual de la pareja,

se asocian con un mayor riesgo de adquisicién de la infeccién (43,44).

En cuanto a la edad temprana en la primera relacion sexual, ha sido postulada como un factor
de riesgo para la positividad del VPH. Sin embargo, no parece estar independientemente
asociada con la positividad del VPH (45), sino que es méas probable que sea un predictor del
numero de parejas sexuales de por vida, ya que cuanto mas temprano una mujer inicia sus

relaciones sexuales, es méas probable que tenga més parejas (30).

Otro factor involucrado seria la alta paridad, a mayor paridad mayor es el riesgo de desarrollar
CCU, en cada embarazo la zona de transformacion queda expuesta aumentando asi la
exposicion al VPH, también puede deberse a factores hormonales durante el embarazo (46,47).
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La probabilidad de desarrollar CCU se duplica en mujeres que usan anticonceptivos hormonales
por 10 0 mas afios en comparacion a mujeres que no lo utilizan. Probablemente los estrogenos
0 progestagenos aumentan la expresion génica del VPH en cuello uterino a través de receptores
de progesterona, y elementos de respuesta a hormonas en el genoma viral (48). Algunos hébitos
como el tabaquismo producen probablemente una disminucion de la respuesta inmune en el
cuello uterino y epitelio anal, debido a que el tabaco puede afectar al metabolismo de las
hormonas femeninas o bien producir un dafio directo, ya que el mismo tiene un efecto

carcinogenico (47)

Otras infecciones de transmisién sexual como las infecciones por el virus de Herpes simplex
tipo 2 (HSV-2), Chlamydia trachomatis (CT) y el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV)
predisponen al desarrollo de cancer. La infeccion por HSV-2 y Chlamydia trachomatis generan
una respuesta inflamatoria que se asocia a la liberacion de radicales libres produciendo dafio
oxidativo al ADN, como la ruptura del esqueleto azlcar fosfato de una o de las 2 hebras,
modificacion de las bases nitrogenadas (saturacion y fragmentacion del anillo de timina) y la
formacion de uniones cruzadas (cross-links) ADN-ADN o ADN-proteina a través de diferentes
mecanismos Por otro lado, la infeccion por HIV esta relacionada con un estado de

inmunosupresion, lo cual también predispone al desarrollo de cancer (49).

1.8.  Prevencion primaria

Actualmente, se encuentran disponibles 3 vacunas de VPH (bivalente, tetravalente y
nonavalente), las cuales han demostrado ser altamente eficaces en la prevencion de infecciones
persistentes y lesiones asociadas a VPH 16/18 (50-53). Ambos tipos virales causan
conjuntamente entre el 70 y el 75% de todos los canceres de cuello uterino y 40-60% de sus
precursores(54-56). En los ultimos afios, también se ha autorizado una vacuna novalente que
protege contra siete tipos de VPH cancerigenos que, en conjunto, causan aproximadamente el
90% de los canceres de cuello uterino (57,58). Sin embargo, el impacto de las vacunas en la
reduccion de CCU se vera luego de varias décadas (59). Es importante mencionar que la vacuna
tetravalente, fue introducida en Paraguay a partir del afio 2013, fue implementada en nifias de

10 afios, siendo actualmente vacunadas nifias de 9 a 14 afios (60).



1.9. Prevencion secundaria

Existen varios métodos sugestivos de presencia de lesion de cuello uterino entre ellos la
citologia convencional, la citologia de base liquida, y las pruebas moleculares basadas en
deteccion de ADN viral, ARN y oncoproteinas, entre otros (61,62).

Citologia (Papanicolaou- Pap)

Consiste en una prueba microscopica para poder observar asi la arquitectura citolégica en busca
de células precancerosas 0 cancerosas que presentan caracteristicas anomalas, las mismas
pueden ser observadas al microscopio de muestras de células tomadas por raspado de la region
externa del cérvix, sometiéndoles a tincién con sucesivos colorantes (hematoxilina, acido
hidroclorhidrico, Naranja G y EA50) (63,64). Cuando sus resultados son positivos o anormales,
las mujeres son derivadas a colposcopia para evaluar la existencia de lesiones pre-neoplasicas
o CCU.

La sensibilidad del Pap varia entre el 30% a 75% aproximadamente en la deteccion de NIC 2+
y la especificidad promedio es del 97% (61).

También se ha implementado la citologia de base liquida que usa los mismos principios y
criterios del Pap y estd remplazando al Pap convencional en los paises desarrollados, esta
técnica ha mejorado la eficiencia en el procesamiento de las muestras, pero por otro lado no ha

demostrado ser mas sensible que la citologia convencional (61,65).

Colposcopia

Se basa en un examen visual de la vagina y el cérvix, empleando un colposcopio que permite
ver la coloracion, angioarquitectura y la existencia de lesiones del cérvix con aumento.
Normalmente se lleva a cabo cuando los resultados de la citologia u otra prueba utilizada en el
tamizaje indican son positivos. En esta técnica se pueden aplicar diversas soluciones, como la
de acido acético al 3 0 5%, para facilitar la identificacion de anomalias y permitir si es necesario

tomar una biopsia (66).
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Pruebas moleculares para deteccion de VPH

Varios estudios han demostrado a nivel mundial que las pruebas de VPH presentan una elevada
sensibilidad y son altamente reproducibles (67—72). Estas pruebas son consideradas para
reemplazar la citologia cervical como tamizaje primario debido a su alta sensibilidad para
detectar lesiones precursoras de CCU y su capacidad para detectar mejor la enfermedad en
etapas tempranas, ademas de su alto valor predictivo negativo que permite prolongar el
intervalo de tamizaje en mujeres que no presentan un riesgo mayor de desarrollar CCU,

compensando de esta forma, con ahorros, los elevados costos de estas pruebas.

Las pruebas para deteccion del ADN de VPH con aplicacion para el tamizaje generalmente
incluyen la deteccion del ADN de 13 VPH-AR que se encuentran en mas del 95% de casos de
CCU, entre ellas se encuentran pruebas de amplificacion como COBAS AMPLICOR vy la
Captura Hibrida 2 (CH2), que detecta VPH-AR por la deteccion directa del genoma por captura
de hibridos. Todas estas pruebas poseen una alta sensibilidad pero un bajo valor predictivo
positivo, por ello son utilizadas como pruebas de tamizaje (73,74). En el caso de la CH2, si bien
esta prueba permite detectar la presencia de ADN viral de los VPH-AR, no brinda informacion
acerca de los tipos virales especificos presentes, ya que debido a su utilidad clinica solo
discrimina entre la presencia de infeccion por VPH-AR o no. Por otro lado con fines
epidemioldgicos, generalmente se utilizan otras técnicas de tipificacion como la PCR en tiempo
real y la PCR seguida de hibridacion reversa, las que se encuentran entre las mas cominmente
utilizadas (75). Recientemente también se han desarrollado pruebas que detectan la
sobreexpresion de las oncoproteinas E6 y E7 de algunos VPH-AR, que demostraron ser un

marcador altamente sensible y especifico para la deteccion de LIEAG (76,77).

A continuacion, se detallan los métodos de CH2 y la PCR seguida de hibridacion reversa.
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Método de CH 2

Es un ensayo de hibridacion en solucion del ADN de interés a sondas de ARN mediante
amplificacion de la sefial y uso de quimioluminiscencia en microplaca. El hibrido ARN-ADN
que es capturado por un anticuerpo especifico contra hibridos y detectado mediante una
reaccion tipo ELISA por quimioluminiscencia. Esta técnica permite la deteccién en forma
rapida del ADN viral de 13 tipos de VPH-AR (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
68), con una sensibilidad de 1 pg de ADN de VPH 16 clonado por ml de muestra, lo que
equivale a 100000 copias por ml de muestra 0 5000 copias por ensayo. Ademas, proporciona

valores de carga viral relativa, sin embargo, no determina el tipo viral presente (78-80).

Fue aprobada por la Food and Drug Administration (FDA), EEUU en 2003 para el
esclarecimiento de citologias ambiguas con presencia de células escamosas atipicas de
significado indeterminado (ASCUS), y para el tamizaje, junto con la citologia en mujeres a
partir de los 30 afios. La CH2 también tiene aplicacion en el control post-tratamiento de lesiones
NIC 2+ graves (81). Posee un valor clinico que se ha demostrado por medio de varios estudios
de cohorte, aleatorios y controlados, que incluyeron a cientos de miles de mujeres en todo el
mundo (46,67,82) . Por lo tanto, las nuevas pruebas de VPH no necesitan ser evaluadas en
ensayos clinicos especificos, sino que deben mostrar que poseen caracteristicas clinicas
equivalentes, no inferiores, a la CH2, antes de ser usadas como tamizaje (46).

Esta prueba presenta ventajas como la alta sensibilidad y el alto valor predictivo negativo.
Debido a esto, una paciente con una citologia negativa y una determinacion de VPH negativa
tiene una probabilidad practicamente nula de tener alguna lesion al menos durante los 5 afios
siguientes. Como desventajas se citan su especificidad limitada, debido a que la mayoria de las
infecciones no se asocian con lesiones y que puede presentar reacciones cruzadas con sondas
correspondientes a tipos de VPH de bajo riesgo (83), que ya se ha reportado en varios estudios
como el de Preisler et al 2016 (84) donde se encontré que los genotipos 53, 66 y 70 de bajo
riesgo presentan mayor frecuencia de reacciones cruzadas (85,86), y la probabilidad de estas

aumento en infecciones multiples de bajo riesgo (85).
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Técnica de la Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

Se han ensayado diferentes tipos de PCR para detectar ADN de VPH. PCR de amplio espectro:
donde se emplean oligonucle6tidos consenso que pueden ser utilizados para amplificar un
amplio espectro de VPH. PCR especificas de tipo: utilizan cebadores especificos disefiados para
amplificar de forma exclusiva un tipo de VPH. Una técnica cominmente utilizada para la
deteccion de ADN de VPH, donde se utiliza pares de primers PGMYQ09/PGMY11, que tienen
como blanco de amplificacion un fragmento de aproximadamente 450 pb dentro del gen L1 de
los VPH, que se trata de una regién conservada. Generalmente la técnica de PCR que amplifica
regiones de L1 asociada a técnicas de hibridacidn, secuenciamiento o polimorfismo de
fragmentos de ADN obtenidos por Enzimas de Restriccion (RFLP), permiten realizar la

tipificacion especifica de aproximadamente 40 tipos de VPH (87,88).
1.10. Potenciales biomarcadores

Uno de los principales temas por resolver es como identificar, para su posterior evaluacion y
tratamiento, aquellas mujeres con un resultado VPH positivo que presentan una mayor

probabilidad de desarrollar una enfermedad significativa que requiera tratamiento (triage).

Actualmente, como triage existen biomarcadores moleculares como la genotifipicacion del

VPH, oncoproteinas virales E6 y E7, que son los principales efectores de la actividad
oncogénica del VPH, la p16'™“ un inhibidor de la quinasa dependiente de la ciclina

sobreexpresado en tejido cervical canceroso y precanceroso, entre otros (89-93)

También se estdn evaluando el potencial para mejorar la precision de las pruebas y la
clasificacion, con diferentes combinaciones de tipos de VPH, y junto con la carga viral, segun
estudios previos, son predictores importantes de NIC 2+ (94,95).
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El VPH 16 es el tipo mas frecuente en mujeres paraguayas con y sin lesion, siendo VPH 16 y
18, detectado en 65% y 9% de los casos de CCU (96-98). El riesgo de pre-cancer en mujeres
positivas para VPH 16 y 18 sin realizarse una citologia convencional, sobrepasa a aquellas de
mujeres con diagnostico citolégico anormal de ASCUS (99,100). Wu et al., 2017 observo que
para mujeres VPH-AR positivas el triage con VPH 16 y 18 tiene una alta sensibilidad (78,6%)
y especificidad (96,8%), comparado con citologia como triage (93). En EEUU, se recomienda
realizar la deteccion de VPH 16 y 18 para mujeres VVPH positivas con citologia normal, y si es

positiva se deriva a colposcopia (101).

Entre otras potenciales pruebas se encuentra la deteccion de anticuerpos contra los tipos virales
mas frecuentes en CCU (36). Si bien la medicion de la respuesta inmune humoral a los antigenos
del VPH es fundamental para determinar la eficacia de la vacunacion en los paises y regiones
donde fue implementada (37), la serologia del VPH también ha resultado en una herramienta
epidemioldgica importante para analisis de infecciones pasadas y presentes, el papel de los
anticuerpos como utilidad clinica aun, no se encuentra bien definido, algunos estudios estan
orientados a investigacion como potenciales biomarcadores para la deteccion temprana de las
lesiones intraepiteliales (38). El estudio realizado por Chay et al. 2013, mostré una mayor
frecuencia de anticuerpos VPH 16 en mujeres que presentaron lesiones de NIC 2+ (odd ratio
2.87 [1.43-5.78], P=.002) (39) sugiriendo que podria ser utilizado para identificar mujeres con
mayor riesgo de poseer una lesion cervical (39). Otro estudio realizado por Ewaisha et al. 2017,
mostro de igual forma, una mayor frecuencia de anticuerpos contra las diferentes proteinas del
VPH detectados en los casos de LIEAG y CCU (38).

Sin embargo, otros estudios reportan que los niveles de anticuerpos, especificamente contra
VPH 16, constituyen un mal predictor para la presencia de NIC 3 (40) o que no se correlacionan

con la progresion de lesiones, ya que difieren poco entre el CCU vy las etapas de NIC (41).
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1.11. Epidemiologia

El CCU es el cuarto cdncer més frecuente en mujeres en el mundo, con aproximadamente
593.000 nuevos casos y 330.000 muertes registradas en el 2020, segun el ultimo informe de la
GLOBOCAN, donde las tasas de incidencia y mortalidad para América del sur fueron de 29,5
y 15,4 por cada 100.000 mujeres respectivamente. Paraguay se encuentra entre los paises de la
region con mayor incidencia de casos de CCU por afio, con una tasa de incidencia de 34,1y
una tasa de mortalidad de 19 por cada 100.000 mujeres, ocupando el segundo lugar en canceres
mas incidentes en mujeres paraguayas y actualmente el primer lugar en mortalidad por cancer

en mujeres en nuestro pais (102).
1.12. Situacién en Paraguay

En Paraguay existen estudios de tipificacion de VPH en cuello uterino de mujeres con y sin
lesion y de diferentes etnias (97,98,103). Asi en un estudio realizado en 502 mujeres que
acudieron a centros de salud, el VPH 16 fue el tipo mas frecuentemente detectado en mujeres
con y sin lesion de cuello uterino (97). Al mismo tiempo, un estudio realizado en la poblacion
de 181 mujeres indigenas reportd un 23% de frecuencia de infeccion por el VPH (incluyendo
de AR y BR)(98,104). En adicion, en un estudio incluyendo 495 mujeres que acudieron al
servicio de patologia cervical del sistema de salud publica se observo una alta frecuencia de
infeccion por VPH-AR (14,5%), coincidiendo ademas que el tipo mas frecuente fue el VPH-16
(2,1%), sequido del VPH 31, 33, 58 y 66; en mujeres con citologia normal (105). Otro estudio
realizado por Kasamatsu et al. 2012 en una poblacién de 432 mujeres con CCU también reporto

al VPH-16 como el mas frecuente con un 65% de frecuencia (96).

El presente trabajo forma parte del Estudio de Tamizaje y Triage de CCU con pruebas de Virus
de Papiloma Humano (ESTAMPA) iniciado en el afio 2014, en el cual se realizé la deteccion
del ADN viral por la prueba de CH2, como método de tamizaje primario de CCU en 5770
mujeres de 30 a 64 afos provenientes de territorios sociales censados, de San Lorenzo e Itaugué.
En dicho estudio se detect6 un 14% de positividad de VPH-AR por la técnica de CH2 (786/5670
mujeres) (106).
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Actualmente, se sigue con la fase de reclutamiento de las mujeres para el tamizaje con la prueba
de VPH. Todas las mujeres VPH positivas fueron orientadas a un estudio colposcopico, donde
a las mujeres con impresion colposcopica anormal se les realizo las biopsias para deteccion de
lesiones de cuello uterino por estudio anatomo-patoldgico. Sin embargo, ain se desconocen los
tipos virales especificos presentes en dicha poblacion de mujeres positivas para el VPH-AR.

El presente estudio busca fortalecer el conocimiento sobre los tipos de VPH detectados en
muestras de cuello uterino de mujeres VPH-AR positivas con y sin lesion del estudio
ESTAMPA, asi como brindar datos sobre la seroprevalencia de VPH-16, incluyendo a
diferencia de los estudios citados anteriormente realizados en Paraguay a mujeres provenientes

de territorios sociales censados, como San Lorenzo e Itaugué.

Los datos obtenidos en el presente estudio serviran de base para fortalecer el conocimiento
epidemioldgico, para el desarrollo de nuevas estrategias de prevencion del CCU ademas de
proporcionar datos que ayuden a evaluar el potencial impacto de la vacuna de VPH en nuestro

pais.
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2. OBJETIVOS
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2.1.0bjetivo general

Determinar la frecuencia de tipos de virus de papiloma humano de alto riesgo
oncogenico (VPH-AR) y de anticuerpos contra VPH-16 en mujeres VPH-AR positivas con y
sin lesion, ESTAMPA 2014-20109.

2.2.0Dbjetivos especificos

- Detectar la frecuencia de tipos de VPH en muestras de mujeres positivas para VPH-AR
oncogenico del estudio ESTAMPA por PCR RLB.

- Determinar las frecuencias de infeccidn por tipos de segun presencia de lesiones de alto
grado/cancer.

- Detectar la presencia de anticuerpos contra VPH-16 en muestras de suero de mujeres
VVPH-AR positivas, por inmunocromatografia.

- Determinar las frecuencias de anticuerpos contra VPH-16 segun presencia de lesiones
de alto grado/cancer.

- Describir caracteristicas clinicas, demograficas, socioculturales y ginecol6gicas de

mujeres VPH-AR positivas segun presencia de lesion de alto grado/cancer.
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3. METODOLOGIA
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3.1. Disefo del estudio

El presente trabajo se desarrollé en el marco del estudio de Estudio de Tamizaje y Triage de
CCU con pruebas de Virus de Papiloma Humano (ESTAMPA), aceptado por el Comité
Cientifico y Comité de Etica del 11CS, UNA, con codigo P25/2012.

La poblacion de estudio consistio en mujeres de 30 a 64 afios positivas para VPH-AR durante
la fase inicial de tamizaje para CCU del estudio ESTAMPA. A continuacion, se detalla
brevemente los antecedentes del estudio ESTAMPA. En primer lugar, se realiz6 un censo de
territorios sociales de San Lorenzo e Itaugua a fin de identificar mujeres potencialmente
elegibles, de 30 a 64 afios, quienes fueron invitadas via telefonica/mensajes/vecinas/amigas a
acudir a la Unidad de Salud Familiar (USF) o puestos de salud mas cercanos para realizarse los
estudios. Se incluyeron en el estudio 4120 mujeres sin historia de CCU, tratamiento para pre-
CCU en los ultimos 6 meses o histerectomia y sin planes de mudarse fuera del area de estudio,
quienes acudieron a los puestos de salud mencionados de las ciudades de Itaugua y San
Lorenzo. Datos de caracteristicas sociodemograficas, antecedentes ginecolégicos, clinicos y
caracteristicas socio-culturales fueron registrados en la visita inicial. Se adjunta modelo de
consentimiento informado (Anexo 9.6), formulario de datos socio-demogréaficos (Anexo 9.1) y
formulario de factores de riesgo (Anexo 9.2). En la visita inicial a cada mujer se le tomé un
cepillado de cuello uterino del cual se realiz6 un frotis en lamina para el estudio de citologia
convencional y posteriormente el cepillo fue colocado en una solucién de transporte
(perserveyt, HOLOGIC, USA) utilizado para realizar la deteccion de VPH-AR por CH2.
Todas las muestras fueron transportadas al 1ICS, UNA, en donde posteriormente fueron
debidamente alicuotadas y conservadas a -80 °C formando parte de un biobanco. La
interpretacion de los hallazgos de citologia convencional fue realizada por una Anatomo
Patdloga, por la técnica de Papanicolaou siguiendo las especificaciones de Solomon et al., 2002
(38).

Las mujeres VPH-AR positivas o con Pap anormal fueron llamadas y agendadas para su visita
de colposcopia. Ademas, fueron tomadas muestras de biopsias en el caso de impresiones
colposcopicas anormales. Los resultados de anatomia patoldgica se clasificaron segun Lower
Anogenital Squamous Terminology (LAST) en negativo para lesion escamosa intraepitelial
(NSIL), neoplasia intraepitelial cervical 1 (NIC 1 y/o VPH), NIC 2, NIC 3 (carcinoma in situ)
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y CCU (107). Mujeres con diagndstico histoldgico de NIC 2+ fueron tratadas y enviadas al
control rutinario. Mujeres con diagnostico normal o de NIC 1 fueron enviadas a las visitas
colposcopica y la orientacion de tratamientos, asi como de seguimientos. Al mismo tiempo,
durante la visita de colposcopia fueron tomadas con consentimiento de la mujer muestras de
sangre que fueron transportadas al 11ICS, UNA, y conservadas en forma de suero, plasma y capa

leucocitaria para deteccion de potenciales biomarcadores.

Finalmente, en el presente estudio fueron incluidas 306 mujeres positivas para VPH-AR con y
sin lesion que tuvieron muestras de volumen suficiente de cepillado de cuello uterino para
realizar la tipificacion de VPH por PCR-RB y de suero para realizar la deteccidn de anticuerpos
contra VPH 16. En la figura 3.1 y 3.2 puede visualizarse el mapa del departamento Central

incluyendo los sitios del estudio (a) y el flujograma del estudio (b).

(a) Figura 3.1: Mapa del departamento Central incluyendo los sitios del estudio

Departamento Central

Distrito de

BOLIVIA San Lorenzo

Distrito de
Itaugua

ARGENTINA
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(b) Figura 3.2: Flujograma del estudio

Tamizaje ESTAMPA Periodo 2014 al 2019 — Fase de Reclutamiento

participar del estudio (4120)

Mujeres de 30 a 64 afios Provenientes de territorios sociales censados, invitadas a

A

Deteccion de VPH
Captura Hibrida 2

i

VPH-AR Negativas
(3554 mujeres)

i

Excluidas del estudio

v’ Contar muestra de sangre, en volumen
suficiente.

v Contar con muestras de cepillado
cervical en volumen suficiente.

Toma de muestra
cervical

VPH-AR Positivas
(566 mujeres)

N

Colposcopia — Biopsia

(516 mujeres)

l

306 muestras incluidas en
el estudio que cumplieron
con los criterios

Toma de
muestra de
sanare

Tipificacion por
PCR-RLB

Deteccidn de anticuerpos
contra VPH 16

Figura 3.1. Mapa del Dpto. Central incluyendo los sitios del estudio (Extraida de Kasamatsu

etal. 2019) (a) y el flujograma del estudio (b).

3.2.  Técnicas moleculares utilizadas

a) Deteccion de infeccion por VPH-AR en muestras cervicales por la técnica de

Captura Hibrida 2 (CH2)

Las muestras de cepillado endocervical (Cervex, Hologic, USA) de mujeres que formaron parte

del estudio ESTAMPA, fueron recolectadas en la primera visita de reclutamiento para la

deteccidn de VPH-AR. Una vez tomada la muestra el cepillo fue introducido en un tubo colector
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(preserveyt, Hologic, USA). Estas fueron transportadas al IICS y mantenidas a temperatura

ambiente (15-30°C) hasta su procesamiento.

En el marco del proyecto ESTAMPA, se realizé la deteccion cualitativa del ADN viral de 13
tipos de VPH-AR (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68) en el Instituto de
Investigaciones en Ciencias de la Salud, siguiendo las instrucciones detalladas en el kit (Prueba
Qiagen ® HC2 HPV DNA).

Esta técnica tiene como fundamento la hibridacién de las sondas de ARN de los 13 tipos de
VPH-AR y el ADN de simple hebra desnaturalizado previamente presente en las muestras
cervicales. La sefial de luminiscencia producida por la reaccion fue expresada como unidades
relativas de luz (URL), proporcional a la cantidad de ADN blanco presente en la muestra. Los
controles positivos y negativos proveidos por Qiagen fueron utilizados por triplicado (108). Se

consider6 un resultado positivo con URL/CO >1.

En el presente estudio, todos los resultados positivos para VPH-AR de mujeres que asistieron
a su visita de colposcopia y contaron con suficiente muestra de cepillado de cuello uterino y de
sangre fueron incluidas para el analisis posterior de tipificacion por PCR seguida de hibridacion

reversa en linea.

b) Extraccién de ADN de muestras cervicales

La extraccion de ADN se realiz0 a partir de muestras cervicales VPH-AR positivas por CH2
colectadas al inicio, en el reclutamiento, utilizando el kit de extraccion (PureLink, Genomic
DNA Mini Kit, marca Invitrogen, USA).
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C) Tipificacion de VPH en muestras de cuello uterino por la Reaccién en Cadena de
la Polimerasa (PCR) seguida de Hibridacién Reversa en Linea (RLB).

Todas las muestras positivas para VPH-AR por CH2 fueron tipificadas por la técnica de PCR-
RLB. A fin de determinar los tipos virales presentes y asi poder obtener las frecuencias de
infeccion de los tipos virales.

Para la tipificacion de VPH, se amplifico por PCR un fragmento de aproximadamente 450 pb
dentro del gen L1 de los VPH, utilizando los primers genéricos PGMY09 y PGMY11biot el
cual se encuentra biotinilado en el extremo 5’ y luego se realizd una reaccion de hibridacion
reversa en linea (RLB), el ensayo permitié la tipificacion de 43 muestras por vez, utilizando
oligosondas especificas que permiten la identificacion de 33 tipos de VPH segln las
instrucciones de la primera edicion (2009) del manual de laboratorio del papiloma virus humano
redactado por la Organizacion Mundial de la Salud (Human Papillomavirus Laboratory
Manual, WHO HPV LabNet, First Edition 2009) (109).

PCR (Primers PGMY09/11biot)

El sistema de PCR de primers PGMY09/11biot amplifica los tipos de VPH pertenecientes al
grupo de mucosos. Ademas, este sistema incluye primers para un blanco celular, el antigeno
leucocitario humano (HLA), produciendo un amplicon de 230 pb, que es utilizado como un
control interno de la reaccion, de esa manera su presencia nos permite saber que el ADN ha

sido extraido en cantidades suficientes y que los inhibidores no impiden la amplificacion (109).

Brevemente, el volumen final fue de 50uL conteniendo; 10 mM Tris-HCI pH 8.3, 50 mM KClI,
3 mM MgCI2, 0.2 mM de cada dNTP, 0.025 unidades/ul de Tag DNA polimerasa, 80nM del
mix de primers PGMY09, 80nm del mix de primers PGMY11biot y 5 ul de ADN extraido. La
amplificacion del DNA se realizd en un termociclador incluyendo un primer paso de
desnaturalizacion a 95 °C por 9 min, seguido de 45 ciclos de 95 °C por 30 s, 55 °C por 1min 30s

y 72 °C por 2min y una extension final de 72 °C por 5 min. (109)

Los productos de amplificacion fueron almacenados en un freezer a -20°C hasta la tipificacion
por RLB.
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Hibridacion reversa en linea (RLB)

Los productos de la PCR PGMY09/11biot, fueron sometidos a una desnaturalizacion por calor
en un tampon con bajo contenido de sal, posteriormente los amplicones de VPH biotinilados
fueron hibridados con una matriz paralela de sondas especificas de tipo de VPH,
covalentemente unidas a membrana de nylon con carga negativa. Estas sondas son sintetizadas
con un grupo C6 amino terminal en 5 con el fin de poder unirse covalentemente a la membrana.
Después del lavado, los hibridos fueron revelados por quimioluminiscencia en una pelicula de
autorradiografia. Este ensayo permitié la tipificacion de hasta 43 muestras por vez, pudiendo
identificarse 33 tipos diferentes de VPH, (Incluidos VPH 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 34, 35, 39,
40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57b, 58, 59a, 59b, 66, 68, 69, 70, 73, 82, 83, y 84) esto

es debido a la utilizacion de oligosondas tipo-especificas (156).

d) Deteccion de anticuerpos contra VPH 16 por inmunocromatografia

La deteccion de anticuerpos contra VPH-16 en muestras de suero, se realiz6 utilizando el test
PT Monitor de prueba rapida para la deteccién cuantitativa de anticuerpos de suero humano
contra VPH-16 L1, siguiendo las indicaciones detalladas en el kit (Abviris GmbH)(34).

El mismo detecta anticuerpos dirigidos contra la proteina L1 de la capside del VPH-16. Para la
expresion del resultado del ensayo, la linea obtenida en el campo de reaccion se midid
fotométricamente mediante un lector y se correlacion6 con la concentracion de anticuerpos
contenida en la muestra por medio de datos de calibracion especifica, curva de calibracion, de
cada lote. Finalmente, el resultado se expreso en unidades de ng/ml. Se determind como punto
de corte de presencia de anticuerpos contra VPH 16 al valor de 500 ng/ml, por encima del cual
la muestra es positiva para anticuerpos contraVVPH 16. Dicho valor ya fue establecido de fabrica
(34).
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3.3.  Asuntos éticos

En el marco del proyecto ESTAMPA, en la primera visita (tamizaje) de las mujeres, previo a
la toma de muestra, las participantes fueron informadas detalladamente acerca del estudio,
firmaron un consentimiento informado (Anexo 8.6), aprobado bajo el cddigo P25/2012 por el
Comité de Etica y Comité Cientifico del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud de
la Universidad Nacional de Asuncion (IICS-UNA). Los objetivos del estudio, asi como los
beneficios y riesgos fueron explicados a las mujeres participantes incluidas, previo a la firma
del consentimiento informado (ver Anexo 9.6). Todos los datos colectados fueron codificados
y almacenados en una computadora, con acceso solo a los investigadores asegurando asi la

confidencialidad.

La deteccion de tipos de VPH por PCR-RLB y de anticuerpos contra VPH-16 fueron estudios
posteriores que se realizaron en mujeres que aceptaron con la firma del consentimiento
informado que sus muestras fueran sometidas a otros estudios, aclarando que todos los estudios
realizados posteriormente no tendran influencia en su manejo clinico, pero si contribuirdn a

buscar mejores estrategias para fortalecer la prevencién de CCU.
3.4.  Asuntos estadisticos

3.4.1 Calculo del tamafo de la muestra

El tamafio de muestra se calcul6 en base a la menor frecuencia de infecciones por VPH-16 del
18% que fue observada en mujeres positivas para VPH-AR con y sin lesion de cuello uterino,

provenientes del estudio realizado por Bobadilla et. al 2019 (105).

Teniendo en cuenta una amplitud de 0,15 y un intervalo de confianza del 95%, el tamafio de
muestra minimo requerido fue de al menos 101 mujeres positivas para VPH de alto riesgo
(HULLEY et al., 2007).

3.4.2 Gestién y andlisis de los datos

El analisis de los datos se realizd empleando procedimientos de estadistica descriptiva y
analitica utilizando el programa (CDC, Atlanta) Epi Info TM 7.2.2.6.
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Para determinar la frecuencia de los tipos de VPH en la poblacion se tuvo en cuenta tanto las
infecciones simples y mdltiples. Para estimar la posible asociacion entre los antecedentes
ginecologicos y socioculturales con la presencia de anticuerpos contra VPH 16 y tipos de VPH
presentes, fue utilizado el test de Chi cuadrado, considerdndose estadisticamente significativo

los valores de p<0,05.

A fin de determinar las frecuencias y analizar las caracteristicas socio-demograficas y los
antecedentes ginecoldgicos y clinicos con la presencia de lesiones de alto grado y cancer, las
siguientes variables cuantitativas (edad, edad de inicio de relaciones sexuales y numero de
parejas sexuales, nimero de embarazos y carga viral relativa) fueron convertidas a variables
dicotdmicas, segun los valores de mediana observados en la poblacién de estudio. Por tanto, el
punto de corte utilizado para la edad fue de 41 afios, para edad inicio de relaciones sexuales fue
de 18 afios, para el numero de parejas sexuales fue de 3 parejas, nimero de embarazos también

fue de 3, y el nUmero de afios previos que no se realizaron el Pap fue de 5 afios.

Con respecto a la carga viral relativa se establecié como carga viral relativa baja aquellos
valores menores a 10 URL y como carga viral relativa intermedia o alta aquellos valores de 10

0 mayor URL, siguiendo las indicaciones de Lorincz et al 2002 (108).
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4 RESULTADOS
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4.1. Caracterizacion de la poblacion VPH positiva

De las 306 mujeres positivas para VPH-AR la mediana de edad fue de 41 afios (ICasu-750% 35-
49 afios), siendo el rango etario mayoritario (52,29%) el comprendido entre los 30 a 41 afos.
El 98,04% de las mujeres refirio saber leer y escribir, sin embargo, solo el 22,5% manifesto
tener un nivel terciario o mas, ademas la mayoria de las mujeres (85,95%) manifestd no haber

consumido cigarrillos (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Caracteristicas socio-demograficas y habito de fumar de 306 mujeres
incluidas en ESTAMPA provenientes del Departamento Central, periodo 2014-2019

Mediana Rango Intercuartilico
ek 41 35 49
Rangos de edad N % IC 95%
30a41 160 52,29% 46,70% 57,82%
42 a 54 111 36,27% 31,09% 41,80%
55 a 67 35 11,44% 8,34% 15,49%
Lee N % IC 95%
SI 300 98,04% 95,79% 99,10%
NO 6 1,96% 0,90% 4,21%
Escribe N % IC 95%
SI 300 98,04% 95,79% 99,10%
NO 6 1,96% 0,90% 4,21%
Nivel de escolaridad N % IC 95%
No asistio a la escuela 4 1,31% 0,51% 3,31%
Primaria 125 40,85% 35,49% 46,44%
Secundaria 107 34,97% 29,84% 40,47%
Terciaria 0 mas 69 22,55% 18,22% 27,56%
NS/NR 1 0,33% 0,06% 1,83%
Consumo qe cigarrillos N % IC 95%
(afos)
0 263 85,95% 81,61% 89,40%
<10 20 6,54% 4,27% 9,88%
>10 21 6,86% 4,53% 10,26%
NS/NR 2 0,65% 0,18% 2,35%

ESTAMPA: Estudio Multicéntrico de Tamizaje y Triage de CCU con Pruebas de Virus de Papiloma Humano.
NS: No sabe; NR: no responde
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En cuanto a los antecedentes ginecologico, clinicos y socioculturales, se observé que la mediana
de edad de la primera relacion sexual fue de 18 afios (1C25%-75% 16-20 afios), asi también, se observd
que el 55,23% inicio sus relaciones sexuales a una edad igual o mayor a los 18 afios. Se evidencid
que la mediana del numero de parejas sexuales durante toda la vida fue de 3 (IC2s5%-75% 1-4) y
que el 48,04% de las mujeres manifesto haber tenido 3 0 mas parejas sexuales en toda su vida.
Cabe resaltar que, el 60,46 % nunca utilizd preservativo con su pareja y el 63,40% tuvo igual a
3 0 mas embarazos durante su vida (3, 1C2s%-75% 2-5). Ademas, el 21,84% declard no haberse
realizado un estudio de Pap en un periodo de tiempo mayor a 5 afios previos al presente estudio,
el 91,83% manifestd no tener antecedentes de alguna infeccion y un alto porcentaje (89,5%)

declar6 siempre presentar buenas conductas de higiene posterior al acto sexual (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Antecedentes ginecoldgicos, clinicos y caracteristicas socio-culturales de 306
mujeres incluidas en ESTAMPA provenientes del Departamento Central, en el
periodo 2014-20109.

Edad de la primera relacion sexual ~ Mediana Rango Intercuartilico
(afos)
18 16 20
Rangos de edad (afios) N % 1C 95%
<18 137 44, 77% 39,30% 50,37%
>18 169 55,23% 49,63% 60,70%
N° de parejas sexuales durante Mediana Rango Intercuartilico
todo su vida 3 1 4
N° de parejas sexuales durante
P th)do su vida N % 1C o5
<3 143 46,73% 41,22% 52,33%
>3 147 48,04% 42,50% 53,63%
NS/NR 16 5,23% 3,24% 8,32%
o Mediana Rango Intercuartilico
N° de embarazos 3 5 5
N° de embarazos N % 1C 95%
0 20 6,54% 4,27% 9,88%
<3 92 30,07% 25,20% 35,42%
>3 194 63,40% 57,87% 68,60%
Uso del preservativo N % 1C 95%
Sl 121 39,54% 34,23% 45,12%
NO 185 60,46% 54,88% 65,77%
Antecedente de infeccion N % 1C 95%
Ninguna 281 91,83% 88,22% 94,41%
Sifilis 7 2,29% 1,11% 4,65%
Herpes 5 1,63% 0,70% 3,77%
VPH 3 0,98% 0,33% 2,84%
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Otro 5 1,63% 0,70% 3,77%
NS/NR 5 1,63% 0,70% 3,77%
Higiene posterior al coito N % 1C 95%
Siempre 273 89,51% 85,56% 92,47%
Casi siempre 19 6,23% 4,02% 9,52%
A veces 8 2,62% 1,33% 5,09%
Rara vez 4 1,31% 0,51% 3,32%
NS/NR 1 0,33% 0,06% 1,83%
Previo Pap (afios) N % 1C 95%
<2 155 52,90% 47,01% 58,73%
2ab 74 25,26% 20,38% 30,64%
>5 64 21,84% 17,25% 27,02%

ESTAMPA: Estudio Multicéntrico de Tamizaje y Triage de CCU con Pruebas de Virus de Papiloma Humano.
NS: No sabe; NR: no responde

En relacion al diagnéstico anatomopatoldgico, del total de 306 mujeres incluidas en el estudio;
230 mujeres obtuvieron resultados negativos para lesion escamosa intraepitelial (75,17% ICgs0
69,75%-81,20%), 32 mujeres diagndstico de NIC 1 (10,46% ICose% 7,51-14,39), 5 mujeres
diagndstico de NIC 2 (1,63 1Cgs% 0,70-3,77), 34 mujeres diagndstico de NIC 3 (11,11% ICgs%
7,84-16,59) y 5 mujeres diagnostico de CCU (1,63% ICgs 0,70-3,77).

4.2. Frecuencia de tipos de VPH

Las 306 muestras de cepillado de cuello uterino incluidas en el estudio por PCR RLB
presentaron resultados positivos para al menos un tipo de VPH. En la figura se observan los
resultados de la tipificacion de 38 muestras cervicales recolectadas durante la 1° visita
(tamizaje) de mujeres participantes del proyecto ESTAMPA.
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Figura 4.1: Tipificacion del VPH por PCR PGMY09/11biot seguida de hibridacién reversa (RLB). En las
columnas 1, 42 y 45 no se sembraron muestras, las muestras sembradas en las columnas 2 al 4, 15, 18, 23 al 25,
28, 33 y 40 fueron indeterminadas para VPH, que posteriormente fueron centrifugadas y procesadas de vuelta
hasta obtener el tipo viral o el control. Las muestras sembradas en las columnas 5 al 14, 16 al 17, 19 al 21, 26 al
27, 29 al 32 y 34 al 39 fueron positivas para algunos de los 33 tipos de VVPH detectables por esta técnica. Este
sistema incluye, ademas, el antigeno leucocitario humano (HLA), que sirve como control, ya que nos permite saber
si el ADN ha sido extraido en cantidades suficientes y si los inhibidores no impiden la amplificacion y por Gltimo
incluye un control del revelado (Cq).
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El tipo mas frecuente detectado en las 306 mujeres fue el VPH 16 en 47/306 mujeres 15,36%
(ICos% 11,75%-19,83%). En 38/306 mujeres 12,42% (ICos% 9,18%-16,59%) se observd
infeccion por el VPH 31, y en 36/306 mujeres, 11,76% (ICgs% 8,62%-15,86%) de las mismas

presentaron infeccion por el VPH 59, entre los tipos més frecuentes. Las frecuencias de los

demaés tipos de VPH-AR detectados se pueden observar en la tabla 4.3. Ademas, por reaccion

cruzada fueron detectados otros tipos de VPH no incluidos entre los 13 VPH-AR detectados
por la CH2, como en orden de frecuencia; VPH 53, 82, 44, 54, 66 entre otros.

Se observaron infecciones mdaltiples en una frecuencia de 30,72% (ICes% 25,82%-36,10%) de

las mujeres analizadas, donde fueron incluidas aquellas que presentaron infeccion por més de

un tipo de VPH.

Tabla 4.3. Frecuencia de los tipos de VPH de 306 mujeres VPH positivas

incluidas en ESTAMPA provenientes del Departamento Central, en el periodo

2014-2019
Tipos de VPH
VPH-AR
CH2*
VPH 16
VPH 31
VPH 59
VPH 52
VPH 51
VPH 58
VPH 18
VPH 39
VPH 68
VPH 35
VPH 33
VPH 45
VPH 56

Otros tipos de
VPH**

VPH 53
VPH 82
VPH 44
VPH 54
VPH 66
VPH 6

N

47
38
36
32
24
23
20
20
17
16
14
14
12

24
13

11
11

%

15,36%
12,42%
11,76%
10,46%
7,84%
7,52%
6,54%
6,54%
5,56%
5,23%
4,58%
4,58%
3,92%

7,84%
4,25%
3,59%
3,59%
3,59%
2,29%

11,75%
9,18%
8,62%
7,51%
5,33%
5,06%
4,27%
4,27%
3,50%
3,24%
2,74%
2,74%
2,26%

5,33%
2,50%
2,02%
2,02%
2,02%
1,11%

1C 95%

19,83%
16,59%
15,86%
14,39%
11,40%
11,03%
9,88%
9,88%
8,72%
8,32%
7,53%
7,53%
6,73%

11,40%
7,13%
6,32%
6,32%
6,32%
4,65%
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VPH 83 7 2,29% 1,11% 4,65%
VPH 70 9 2,94% 1,55% 5,49%
VPH 84 6 1,96% 0,90% 4,21%
VPH 42 4 1,31% 0,51% 3,31%
VPH 55 4 1,31% 0,51% 3,31%
VPH 73 4 1,31% 0,51% 3,31%
VPH 11 3 0,98% 0,33% 2,84%
VPH 69 2 0,65% 0,18% 2,35%
VPH 26 2 0,65% 0,18% 2,35%
VPH 40 2 0,65% 0,18% 2,35%
VPH 34 1 0,33% 0,06% 1,83%

VPH: Virus del Papiloma Humano. *Tipos de VPH de alto riesgo detectados por Captura Hibrida
(CH2). **Incluyen reacciones cruzadas (Infecciones simples y mdltiples con otros tipos de VPH no
detectados por CH2).

4.3. Frecuencia de tipos de VPH de mujeres segun diagnoéstico

anatomopatoldgico

En relacion a la distribucion de tipos detectados segun diagnéstico anatomopatoldgico, se
detectaron un 61,36% de infecciones simples y 38,64% de infecciones multiples en mujeres
con lesiones de alto grado y un 70,61% de infecciones simples y de 29,39% de infecciones
maultiples en mujeres con diagnostico de NIC 1 o menor. No se observo diferencia significativa
de infecciones multiples entre las mujeres que presentaron diagnostico de NIC 2+ comparadas
a las que presentaron diagnostico de NIC 1 o menor (p=0,218). En la tabla 6.2 se puede observar
la distribucion de infecciones simples y multiples por VPH segln diagnostico de NIC 2+,

Tabla 4.4. Frecuencia de infecciones simples y multiples segun lesiones de bajo y alto
grado de 306 mujeres VPH positivas incluidas en ESTAMPA provenientes del
Departamento Central, en el periodo 2014-2019
) . Mujeres con diagndstico de NIC 1
Mujeres con diagnostico de NIC 2+
0 menor
Tipo de
) N % I1C 95% N % 1C 95%
Infeccion
Multiple 17  38,64% 24,36%  54,50% 77 29,39% 23,94% 35,31%

Simple 27 61,36% 4550%  75,64% 185 70,61% 64,69% 76,06%
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Total 44 100,00%  100,00% 262 100,00% 100,00%

VPH: Virus del Papiloma Humano. NIC 2+: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grado 2 0o mas (NIC 2, 3y

Cancer). NIC 1 o menor: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grado 1 o menor (Negativo y NIC 1).
Al analizar la frecuencia de tipos de VPH-AR detectados por CH2 en mujeres con diagnostico
de NIC 1 o menor, segun presencia de infeccion maltiple, se observo que el VPH 16 y 31 fueron
los mas frecuentes, en mujeres sin o con infecciones mdltiples. Ademas, las mujeres con
infecciones multiples presentaron entre los tipos més frecuentes el VPH 51,39 y 18. En la
siguiente tabla se observan las frecuencias de tipos de VPH detectados en mujeres con
diagnostico de NIC 1 o menor, incluyendo negativo para lesion escamosa intraepitelial y NIC
1, estratificadas segun infecciones simples o multiples. Entre los tipos detectados por reaccién
cruzada de CH2 los més frecuentes fueron; el VPH 53 y 66, siendo el porcentaje de reaccion
cruzada detectada de 18,3% (13,83%-23,55%).

Tabla 4.5. Frecuencia de los tipos de VPH de mujeres con lesiones de bajo grado con
infecciones simples o multiples, incluidas en ESTAMPA provenientes del Departamento
Central, en el periodo 2014-2019

184 Mujeres con infeccion 78 Mujeres con infeccion
SIMPLE y diagnéstico de NIC1 MULTIPLE y diagnostico de NIC
0 menor 1 0 menor *
TI\[;?)SI_'de N % I1C 95% N % I1C 95%
VPH-AR
CH2*

VPH 16 20 10,87% 6,77% 16,29% 11 14,10%  7,26% 23,83%
VPH 31 20 10,87% 6,77% 16,29% 11 14,10%  7,26% 23,83%
VPH 52 17 9,24%  5,47% 14,38% 10 12,82%  6,32% 22,32%
VPH 51 13 7,01%  3,82% 11,78% 11 14,10%  7,26%  23,83%
VPH 58 11 598% 3,02% 10,44% 9 11,54%  5,41% 20,78%
VPH 59 10 5,43% 2,64% 9,77% 11,54%  5,41% 20,78%
VPH 68 10 543% 2,64% 9,77% 5,13% 1,41% 12,61%

~ ©

VVPH 35 8 435% 1,90% 8,39% 7 897%  3,68% 17,62%

VPH 39 8 435% 1,90% 8,39% 11 14,10%  7,26% 23,83%

VPH 56 8 435% 1,90% 8,39% 3 3,85%  0,80% 10,83%

VPH 18 6 326% 1,21% 6,96% 11 14,10%  7,26%  23,83%

VPH 33 5 2,72% 0,89% 6,23% 4 513%  1,41% 12,61%

VPH 45 5 2,72% 0,89% 6,23% 7 897%  3,68% 17,62%
Otros tipos

de VPH**
35



VPH 53 12 6,52% 3,41% 11,11% 10 12,82% 6,32% 22,32%
VPH 66 6 326% 121% 6,96% 20 25,64% 16,42% 36,79%
VPH 70 4  217% 0,60% 5,47% 5 6,41%  2,11% 14,33%
VPH 82 4 217% 0,60% 5,47% 3 3,85%  0,80% 10,83%
VPH 6 4  217% 0,60% 5,47% 3 3,85%  0,80% 10,83%
VPH 11 3 163% 0,34% 4,69% 0 0,000  0,00%

VPH 84 2 109% 0,13% 3,87% 5 6,41%  2,11% 14,33%
VPH 26 2 109% 0,13% 3,87% 0 0,000  0,00%

VPH 42 1 054% 0,01% 2,99% 3 3,85%  0,80% 10,83%
VPH 44 1 054% 0,01% 2,99% 9 11,54% 5,41% 20,78%
VPH 55 1 054% 0,01% 2,99% 2 2,56%  0,31% 8,96%
VPH 69 1 054% 0,01% 2,99% 0 0,00%  0,00%

VPH 73 1 054% 0,01% 2,99% 4 5,13% 1,41% 12,61%
VPH 54 1 054% 0,01% 2,99% 4 5,13% 1,41% 12,61%
VPH 40 0 000% 0,00% - 2 2,56%  0,31% 8,96%
VPH 34 0 0,0000 0,00% - 1 1,28%  0,03%  6,94%

VPH 83 0 0,00 0,00% - 4 5,13% 1,41% 12,61%
VPH: Virus del Papiloma Humano. *Tipos de VPH de alto riesgo detectados por Captura Hibrida (CH2).
**Incluyen reacciones cruzadas (infecciones simples y multiples con otros tipos de VPH no detectados por
CH2). NIC 1 o menor: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grado 1 0 menor (Negativo y NIC 1).*En 5/78
infecciones multiples se observaron solo otros tipos de VPH no detectados por CH2.

En relacion a las frecuencias de tipos de VPH detectados en mujeres con diagnostico de NIC
2+, incluyendo NIC 2, NIC 3y Cancer, estratificadas segin presencia de infecciones simples o
maultiples, se evidencia en el caso de infecciones simples una alta frecuencia de VPH 16 del
40,74%, seguida por VPH 31 (14,81%). El porcentaje de reaccion cruzada detectada por CH2
en mujeres diagndstico de NIC 2+ fue de 9% (ICos% 2,53% -21,67%).

En la siguiente tabla se observan las frecuencias de tipos de VPH detectados en mujeres con
diagnostico de NIC 2+, incluyendo NIC 2, NIC 3 y Céancer, estratificadas segun infecciones

simples o maltiples.

Tabla 4.6. Frecuencia de los tipos de VPH de mujeres con lesiones de alto grado con
infecciones simples o multiples, incluidas en ESTAMPA provenientes del Departamento
Central, en el periodo 2014-2019

27 Mujeres con infeccion SIMPLE 17 Mujeres con infeccion
y diagndstico NIC 2 + MULTIPLE y diagnéstico NIC 2 +
Tipos de N % 1C 95% N % 1C 95%

VPH
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VPH-AR
CH2*
VPH 16
VPH 31
VPH 33
VPH 18
VPH 39
VPH 52
VPH 59
VPH 35
VPH 45
VPH 51
VPH 56
VPH 58
VPH 68

Otros tipos

de VPH**
VPH 83
VPH 53
VPH 70
VPH 69
VVPH 66
VPH 26
VPH 34
VPH 40
VPH 42
VPH 44
VPH 55
VPH 73
VPH 82
VPH 84
VPH 54
VPH 6
VPH 11

11

4
2
1
1
1
0
0
0
0
0
1
2

O OO NOOOO0OO0OO0OO0OOoO Pk ok o

0

40,74%
14,81%
7,41%
3,70%
3,70%
3,70%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
3,70%
7,41%

0,00%
3,70%
0,00%
3,70%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
7,41%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%

22,39%
4,19%
0,91%
0,09%

100,00%
0,09%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,09%
0,91%

0,00%
0,09%
0,00%
0,09%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,91%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%

61,20%
33,73%
24,29%
18,97%

18,97%

18,97%
24,29%

18,97%

18,97%

24,29%

O NN PFP ODNPEF O PO WWO O

2
1
1
0
2
0
0
0
0
1
0
0
2
0
1
0

0

29,41%
29,41%
17,65%
17,65%
0,00%
23,53%
35,29%
5,88%
11,76%
0,00%
5,88%
11,76%
0,00%

11,76%
5,88%
5,88%
0,00%

11,76%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
5,88%
0,00%
0,00%

11,76%
0,00%
5,88%
0,00%
0,00%

10,31%
10,31%
3,80%
3,80%
0,00%
6,81%
14,21%
0,15%
1,46%
0,00%
0,15%
1,46%
0,00%

1,46%
0,15%
0,15%
0,00%
1,46%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,15%
0,00%
0,00%
1,46%
0,00%
0,15%
0,00%
0,00%

55,96%
55,96%
43,43%
43,43%

49,90%
61,67%
28,69%
36,44%

28,69%
36,44%

36,44%
28,69%
28,69%

36,44%

28,69%

36,44%

28,69%

VPH: Virus del Papiloma Humano. *Tipos de VPH de alto riesgo detectados por Captura Hibrida (CH2).
**Incluyen reacciones cruzadas (infecciones simples con tipos de VPH no detectados por CH2. Todas las
infecciones mdaltiples con otros tipos de VPH poseen al menos un tipo de VPH-AR detectado por la CH2. NIC

2+: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grado 2 0 mas (NIC 2, 3 y Cancer).
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4.4. Frecuencia de anticuerpos contra VPH 16

En 43/306 mujeres, el 14,05% (ICgs% 10,60%-18,39%) de las mismas se detecto la presencia
de anticuerpos contra el VPH 16. Siendo considerada detectable todas aquellas muestras que
obtuvieron un resultado por encima de 500ng/ml (punto de corte establecido por el fabricante
del kit). En la tabla 4.7 se observa la frecuencia de anticuerpos contra el VPH 16 en mujeres
VPH-AR positivas.

Tabla 4.7. Frecuencia de anticuerpos contra el VPH 16 de 306 mujeres VPH
positivas incluidas en ESTAMPA provenientes del Departamento Central, en
el periodo 2014-2019

Ac VPH-16 (ng/ml) N % I1C 95%
No detectable 263 (1) 8595% 81,61% 89,40%
Detectable* 43 (4) 14,05%  10,60% 18,39%
Total 306  100,00%

VPH: Virus del Papiloma Humano, Ac VPH 16: Anticuerpos contra el VPH 16.
*Resultados por encima de 500ng/ml (punto de corte establecido por el fabricante del kit)

45. Frecuencia de anticuerpos contra VPH 16 segun diagndstico

anatomopatologico

Ademas, se observd que 8/44 mujeres con diagndstico de NIC 2+ presentaron anticuerpos
contra VPH 16. Mientras que 35/262 mujeres con diagnostico de NIC 1 o menor, presentaron
anticuerpos contra VPH 16. No se observé diferencia significativa entre la presencia de Ac
contra VPH 16 y el tipo de diagnéstico anatomopatologico (Tabla 4.8).

Tabla 4.8. Frecuencia de anticuerpos contra VPH 16 segun lesiones de bajo y alto
grado los tipos en 306 mujeres VPH positivas incluidas en ESTAMPA provenientes
del Departamento Central, en el periodo 2014-2019
Diagndstico anatomopatolégico
NIC 1 0 menor,

Ac VPH-16 -(ng/ml) NIC 2+, N (%) N (%) N Total (%)
Detectable 8 (18,2) 35 (13,4) 43 (14,1)
No Detectable 36 (81,8) 227 (86,6) 263 (85,9)
TOTAL 44 (100) 262 (100) 306 (100)

VPH: Virus del Papiloma Humano, Ac VPH 16: Anticuerpos contra el VPH 16.

NIC 2+: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grado 2 0 mas (NIC 2, 3 y Céncer).

NIC 1 o menor: Neoplasia Intraepitelial Cervical menor a grado 2 (Negativo y NIC 1).
p=0,39
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4.6.

Frecuencia de

caracteristicas

socio-demograéficas,

antecedentes ginecoldgicos y clinicos segun diagnéstico anatomopatoldgico

Con

ginecoldgicos y clinicos,

no se obtuvo diferencia significativa en el

socio-culturales,

respecto a las caracteristicas socio-demograficas, socio-culturales, antecedentes

diagndstico

anatomopaoldgico, con la edad, la escolaridad, la edad de primera relacion sexual, el nimero

de parejas sexuales durante toda su vida, uso del preservativo, higiene posterior al coito,

antecedente de ITS o consumo de cigarrillos. Sin embargo, se obtuvo diferencia significativa

en mujeres que manifestaron haberse realizado el Pap hace mas de 5 afios (p=0,025), en mujeres

que presentaron carga viral relativa intermedia o mayor (p=0,013) y en mujeres que presentaron
infeccion por el VPH 16 Y 18 (p=0,0001), infeccién por VPH 16,18, 45 (p=0,0008), infeccion
por VPH 16,18,45,33,31,52 (p=0,00003).

Tabla 4.9.

Frecuencia de

caracteristicas

socio-demogréficas,

antecedentes ginecoldgicos y clinicos segun diagnéstico anatomopatoldgico

Diagnostico NIC 1 0 menor
(N=262)

EDAD
<41
>41
ASISTIO A LA
ESCUELA
Si
No

EDAD DE
PRIMERA
RELACION
SEXUAL
<18
>18
N° de parejas
sexuales durante

toda su vida
<3

>3
NS/NR

ULTIMA
PRUEBA DE PAP
<5 afos
>5 aflos

USO DE
PRESERVATIVO

Diagnostico NIC 2+ (N=44)

N
24
20

N

43

20
24

19
23

28
15

%
54,55%
45,45%

%

97,73%
2,27T%
%

45,45%
54,55%
%

43,18%
52,27%
4,55%
%

65,12%
34,88%
%

1C 959
38,85% 69,61%
30,39% 61,15%

1C 959
87,98% 99,94%
0,06% 12,02%

I1C 95%
30,39% 61,15%
38,85% 69,61%

1C 959
28,35% 58,97%
36,69% 67,54%
0,56% 15,47%

1C 959%
49,07% 78,99%
21,01% 50,93%

1C 959%

N
128
134

259

117
145

124
124
14

201
49

%
48,85%
51,15%

%

98,85%
1,15%
%

44,66%
55,34%
%

47,33%
47,33%
5,34%
%

76,72%
18,70%
%

1C 950
42,65% @ 55,08%
4492% 57,35%

I1C 959

96,69% 99,76%
0,24%  3,31%
1C 95%

38,54%
49,10%

50,90%
61,46%

I1C 959

41,15%
41,15%
2,95%

53,57%
53,57%
8,80%

I1C 959

71,12%
14,17%

81,70%
23,96%

I1C 959

socio-culturales,

0,48

1,0

0,92

0,56

0,025
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Si
No

HIGUIENE
POSTERIOR AL
COITO
Siempre

No siempre
NS/NR

ANTECEDENTE
DE ITS
Si

No
NS/NR

NUMERO DE
EMBARAZO
<3
>3
CONSUMO DE
CIGARRILLO
Si
No

CARGA VIRAL
RELATIVA
Baja: Menor a 10
URL
Intermedia 0 més:
Mayor o igual a 10
URL
VPH 16, 18 y otros

VPH 16 Y 18
OTROS TIPOS

VPH 16,18, 45 Y
OTROS
VPH 16,18,45

OTROS

VPH
16,18,45,33,31,52 Y
OTROS
VPH
16,18,45,33,31,52
OTROS

NIC 2+: Neoplasia Intraepitelial Cervical de

18
26

40

11
33

10
34

36

19
25

20

24

35

9

40,91%
59,09%
%

90,91%
9,09%
0,00%

%

6,82%
93,18%
0,00%
%

25,00%
75,00%
%

22,73%
77,27%
%

18,18%

81,82%

%

43,18%
56,82%

%

45,45%

54,55%
%

79,55%

20,45%

grado 2 o méas (NIC 2, 3 y Cancer).

NIC 1 o menor: Neoplasia Intraepitelial

26,34% 56,75%
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5 DISCUSION
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El Paraguay se encuentra entre los paises de la region, con mayor incidencia del CCU, siendo
el mismo la primera causa de muerte por cancer en mujeres en el afio 2020 (GLOBOCAN
2020). Si bien como se ha mencionado que la infeccion por VPH es muy comun, solo un
pequefio porcentaje de esas infecciones evolucionan a cancer. Uno de los principales factores
de riesgo para el desarrollo del CCU (15,26), es la infeccién por un tipo viral de alto riesgo
oncogenico, sobre todo VPH 16. Por ello objetivo general del presente estudio fue determinar
la frecuencia de tipos de VPH-AR y de anticuerpos contra VPH-16 en mujeres VPH-AR
positivas con y sin lesion, ESTAMPA 2014-2019.

Se detectd un 69,28% (ICes% 63,9% - 74,18%) de mujeres con infecciones simples, siendo el
tipo de infeccion més frecuente VPH 16 con 15,36% (ICes% 11,75%-19,83%) seguida por el
VPH 31. Menor a lo detectado por Bobadilla ML, et al. 2019, con un 23% (ICgs% 15,17%
32,49%) para VPH 16, seguido del VPH 31 en mujeres VPH-AR de 25 a 64 afios. Un factor
que podria contribuir a esta diferencia es el rango de edad de las mujeres incluidas en ambos
estudios, en el presente estudio se incluyeron en su mayoria (52,3%) mujeres de 30 a 41 afios,
mientras que en el estudio de Bobadilla et al. 2019 fueron mujeres paraguayas menores a 30
afios de edad (38,9%).

Estos resultados se encuentran en concordancia con varios trabajos que han demostrado que
mujeres mas jovenes poseen mayor frecuencia de infeccion por VPH (54,105,106,110,111).
Esto es debido a que después de los 30 afios, las infecciones que en su mayoria se presentan
como transitorias, se van aclarando o resolviendo por el propio sistema inmune de la mujer,
solo en algunos casos, se produce una falla en el sistema inmune que lleva a la persistencia de
la infeccion, a eso va acompafiado otros eventos como la integracion del ADN viral al genoma
del huésped, la elevada expresion de onco-proteinas que contribuyen a la progresion neoplasica
(112,113).
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Se obtuvo una frecuencia de 30,72% (ICos% 25,82%-36,10%) de infecciones multiples con al
menos dos tipos de VPH. Frecuencia similar a lo reportado por Cardozo et al. 2012 con un
30,1% (ICos% 21,24% 39,98%) de infecciones mdaltiples, en una poblacion de mujeres
paraguayas con y sin lesion (114) y comparable a lo reportado por el estudio de Bobadilla et al
2019 de 29,3% (1Cgs% 16,1%-45,5%), también en mujeres paraguayas.

Las diferencias observadas de frecuencias de infecciones multiples entre los estudios podrian
en parte justificarse por las diferentes caracteristicas socio-demograficas, clinicas, habitos, de
las mujeres incluidas, entre otros. Es importante considerar que las infecciones con varios tipos
de VPH son muy comunes sobre todo en mujeres jovenes, menores a 30 afios de edad con y sin
lesion (115), esto es debido a que todos los tipos virales se transmiten por la misma via, por el

contacto o transmision sexual.

Al mismo tiempo, en el presente estudio no se observé diferencia significativa en la frecuencia
de infecciones multiples observadas en mujeres con y sin diagndéstico de NIC 2+. Este resultado
se encuentra en concordancia con un estudio realizado en México incluyendo 59.664 mujeres,
donde observaron que no hay evidencia de sinergia entre los tipos de VPH para el riesgo de
desarrollo de lesiones de alto grado (116). Esto en parte puede explicarse con los observado por
Quint W. et al 2012, donde en mujeres con infecciones mdltiples, se identifico a un tipo viral
de alto riesgo oncogénico como el causante de la lesion de cuello uterino detectada,
estableciendo de esa forma que un virus, causa una lesion (117).

En el presente estudio luego del VPH 16 se detectaron en orden de frecuencia al VPH 31, 59,
52,51y 58. Al analizar los tipos mas frecuentes en mujeres positivas para VPH, varios estudios
han detectado al VPH 16 como el més frecuente, sin embargo, diferencias en frecuencia de
tipos se han detectado a partir del segundo o tercer lugar. Asi el estudio de Bobadilla et al.,
detect6 al VPH 16 seguido del VPH-31, 33, 58 y 66.
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En el estudio de Ferreccio R. et al 2005 realizado en 1.038 mujeres de 20 a 65 afos, reclutadas
por censo realizado casa por casa, de Santiago de Chile, detectaron al VPH 16, 56, 31, 58; Nina
et al 2009 encontraron que el VPH 16 fue el mas frecuente, seguido del VPH 6, 31y 51, en la
poblacion de mujeres danesas utilizando 434 muestras de mujeres que acudieron a hospitales y
clinicas de Dinamarca, para un analisis de rutina (115,118). Estas diferencias podrian deberse
a desigualdades observadas en las caracteristicas socio-demograficas, clinicas como diferencias
en la frecuencia de mujeres incluidas con lesiones de distinto grado de severidad o mas, entre

otros.

En relacion a la frecuencia de tipos detectados segun severidad de lesion de cuello uterino en
el presente estudio se observo una frecuencia en infecciones simples de VPH 16 del 10,87% en
mujeres de NIC 1 o menos y del 40,74% en mujeres con diagndstico de NIC 2+. Estos
resultados en concordancia con lo reportado por Mendoza LP, et al. 2011, con una frecuencia
en infecciones simples del 9% en mujeres paraguayas con lesiones de bajo grado o menos y del

40,7% en mujeres con lesiones de alto grado y del 59,4% en mujeres con CCU (97).

En mujeres con diagnostico de lesiones NIC 2+, varios estudios han observado que el VPH 16
es el tipo viral mas frecuente y con mayor poder oncogénico, y mayor riesgo de desarrollar
lesiones cervicales de alto grado (29,119-121). El proceso de carcinogénesis implicado incluye
factores como la persistencia viral y posterior integracion al genoma del huésped, seguido del
aumento en la expresion de las onco proteinas E6 y E7, que contribuyen a la inestabilidad
genética y progresion neoplasica. Este hallazgo también es consistente con los resultados de
estudios donde las mujeres con infecciones por VPH 16 y 18 tenian un riesgo mucho mayor de
desarrollar lesiones cervicales de alto grado (119,121,122). Esto podria justificar en parte la alta

incidencia de CCU observada en la poblacién paraguaya.
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En el presente estudio se observo que la prueba de CH2 presento reaccion cruzada obteniéndose
un resultado positivo para tipos de VPH que no se encuentran entre los 13 tipos de VPH de alto
riesgo detectados con las sondas de CH2. Asi considerando infecciones simples en mujeres
con NIC 1 o0 menos se observd un porcentaje de 18,3% (ICgs% 13,83%-23,55%) y en mujeres
con diagndstico de NIC 2+ de 9% (ICas% 2,53% -21,67%). Estos resultados se encuentran en
concordancia con el estudio realizado por Preisler et al. 2016 que reportaron un 20% de reaccion
cruzada para CH2, y un 6% de reaccién cruzada en mujeres con diagnostico NIC3+. Se
evidencid una notable disminucion de reacciones cruzadas en mujeres con NIC2+ donde en el
presente estudio todas las infecciones simples presentaron al menos un tipo de VPH-AR
detectado por la CH 2. Lo cual podria deberse a que los tipos de VPH causantes de lesiones de
alto grado y cancer, comunmente son los de alto riesgo incluidos dentro de los 13 tipos de VPH
detectado por la técnica de CH2 (84). Por tanto, las reacciones cruzadas podrian explicar en
parte que principalmente mujeres con diagnostico de NIC 1 o menor, positivas para VPH-AR

por CH2, posean infecciones transitorias que no progresaran a CCU.

Entre los tipos mas frecuentemente detectados en reacciones cruzadas en las infecciones
simples de mujeres VPH positivas con NIC 1 o0 menos se observaron al VPH 53 seguido del
66. Estos resultados son comparables con el estudio de Preisler et al. 2016, donde, al igual que
en el presente estudio, encontraron al VPH 53 y 66 como los més frecuentes. Con respecto a
las reacciones cruzadas observadas, se manejan algunas hipotesis sobre su causa en mujeres,
asi Castle et al. 2002 mencionan que los tipos mas comunes detectados por reaccion cruzada,
como el 53, 66, 67 y 70 pertenecen a tres clados filogenéticos del VPH que contienen la mayoria
de los tipos oncogénico. Por tanto, la similitud de secuencia entre los tipos pertenecientes al

mismo clado podrian en parte explicar la presencia de reacciones cruzadas (84,85).

45



Por otro lado, en relacion a la frecuencia de anticuerpos contra el VPH 16 en las 306 mujeres,
se observo un 14,05%. Al comparar los resultados serologicos con los de tipificacion se
evidencio una probable reactividad cruzada serolégica con otros tipos de VPH diferentes a 16.
Una posible explicacion a dicho fendmeno seria la homologia de la secuencia de la proteina L1
entre los diferentes tipos de VPH, lo que sugiere que los anticuerpos contra VPH 16 tendrian
una utilidad limitada como marcadores de lesiones de alto grado y cancer. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Ewaisha et al., 2017 y Stanley et al., 2010 que mencionan la
limitacidn de la serologia del VPH en el diagnostico y pronostico por varios factores como la

heterogeneidad del VVPH, la variabilidad del ensayo y la evasion inmune viral. (123,124)

En relacion a la frecuencia de anticuerpos contra VPH 16 segun lesiones, no se observo una
diferencia estadisticamente significativa en las mujeres que presentaban diagnostico de NIC 2+
(p=0,39), resultados en concordancia con varios autores como Tabrizi et al. 2006; Ewaisha et
al 2017; Yingji Jin, et al 2018 que mencionan a los anticuerpos contra VPH 16 como un mal
predictor de la presencia del VPH 16 asociado a lesiones NIC 2+ en la poblacion de mujeres
estudiada (123,125,126). Segun lo encontrado por Stanley et al. 2003, la reactividad de
anticuerpos contra VPH 16 dirigidos a las oncoproteinas E6 y E7 parece no ser predictiva ni
atil para el diagnostico precoz de cancer invasivo, al igual que los Ac VPH contra la proteina
L1. El posible mecanismo por el cual se produce esta respuesta serolégica aun no esta bien
establecido, por lo cual se requieren de otros estudios para determinar el papel de estos

anticuerpos.

Con respecto a la frecuencia de -caracteristicas socio-demograficas, socio-culturales,
antecedentes ginecoldgicos y clinicos segun presencia de lesiones, se observé una frecuencia
significativamente mayor de mujeres que se habian realizado la dltima prueba de Pap hace méas
de 5 afios y con diagnostico de lesiones de NIC 2+. Estos resultados se encuentran en
concordancia con el estudio de Rolon et al. 2000 donde reportan que mujeres que no se habian
realizado el Pap presentan 26 veces mas riesgo en desarrollar cancer OR: 26,7 (ICgs50 2,4—
296,9)(127). Este hallazgo es importante para el programa de prevencion y control de CCU en
Paraguay, en donde el cribado basado en citologia, posee una cobertura limitada (20%) aunque
sea gratuita (60,128).
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Al comparar mujeres con o sin diagndstico de NIC 2+, se observd mayor nimero de mujeres
con diagnostico de NIC 2+, que poseian 3 0 mas embarazos, sin embargo, esta diferencia no
fue significativa (p=0,084). En el estudio de Kasamatsu et al., 2019, el cual incluye 694 mujeres
VVPH-AR positiva de ESTAMPA, se observo que haber tenido 4 embarazos o mas se asocio con
un mayor riesgo de desarrollar lesiones NIC 2+, con un aumento de casi tres veces (OR:2,72;
ICos0 1,11-7,45) para las mujeres con mas de cuatro embarazos en comparacion con aquellas
con 0-1 embarazos (tendencia de p= 0,05). La diferencia con el estudio de Kasamatsu et
al.,2019 pudo deberse a que el presente estudio solo incluyd 306/694 mujeres VPH-AR de
ESTAMPA, lo cual demuestra que al aumentar el tamafio la diferencia observada con el nimero
de embarazos y presencia de diagndstico de NIC 2+ se vuelve significativa. Se ha informado
en algunos estudios la asociacion de alta paridad con el riesgo de diagnostico de NIC 2+
(45,129-131), probablemente debido al periodo prolongado de exposicion de la zona de

transformacion al VPH-AR y/u otros cofactores.

La carga viral relativa intermedia a alta fue otro factor donde se obtuvo una diferencia
significativa, presentando las mujeres con diagnéstico de NIC 2+, mayor frecuencia de una

carga viral relativa intermedia a alta (p=0,013).

En cuanto a la carga viral de VPH-AR, varios trabajos demostraron una diferencia entre los
valores de la misma en los diferentes diagnosticos citologicos, sugiriendo que a mayor carga

viral existe un mayor riesgo de progresion para LIEAG y CCU (132-134).

Rezhake et al., 2020; incluy6 452 mujeres positivas para VPH-AR de 49 a 69 afios por CH2 y
comparé el desempefio de diferentes técnicas de triage observando que para mujeres con 50
URL/CO de carga viral relativa, la sensibilidad y especificidad era comparable a la técnica de
referencia (citologia liquida con ASCUS o mas como punto de corte), dando una sensibilidad
relativa de 1,04 IC 950 0,83 y una especificidad relativa de 0,98 1Cgs% 0,90-1,07, y usando 100
URL/CO mejoré la especificidad 1,16 ices% 1,07-1,25 lo cual fue acompafiado de un
disminucion en sensibilidad pero no significativa para deteccién de NIC 3+ (0,92 IC g5 0,73-
1,16). Los resultados del presente estudio al igual que el estudio de Rezhake et al., 2020
sugieren que cuando se realiza el tamizaje para CCU con la prueba de CH2 la carga viral relativa

puede ser utilizada para identificar mujeres que presentan mayor riesgo de desarrollar lesiones
4/



de alto grado de cuello uterino y que deben ir a un control proximo de colposcopiay considerado
que estos resultados son proporcionados en el procesamiento por CH2 podria ser una opcién a
otras técnicas utilizadas como triage como la citologia reduciendo los costos. Sin embargo, ain
es preciso realizar mas estudios principalmente de cohorte de forma a obtener datos mas
robustos sobre su utilizacion como prueba de triage.

Ademas, en el presente estudio fue observada una mayor frecuencia de mujeres con infecciones
por VPH 16, 18 (p=0,0001), VPH 16, 18 y 45 (p=0,0008); VPH 16, 18, 45, 33, 31 y 52
(p=0,00003) y diagnostico de NIC 2+, evidenciando que al incluir los tipos de VPH-AR mas
frecuentes, la asociacion con presencia de lesiones de alto grado se hacia mayor. Similares
resultados se han obtenido en otros estudios, Rezhake et al., 2020, Castle et al., 2011 y Lagos
et al., 2015, que demostraron un 30% de aumento en la especificidad cuando se utiliza como
técnica de triage la deteccion de VPH 16/18 pero el costo de aproximadamente el mismo
porcentaje de reduccion en especificidad (32-37%) comparado a utilizar la citologia como
triage. Sin embargo, cuando se extiende la genotipificacion a VPH 16/18/31/33/45 como
método de triage se observa similares valores de sensibilidad y especificidad que los obtenidos
al utilizar la citologia como triage (Rezhake et al., 2020). Estos resultados sugieren la ventaja
de utilizar como técnicas de tamizaje pruebas que incluyen resultados de tipificacion parcial
VVPH16/18 y otros VPH-AR o genotifipicacion extendida VPH 16/18/31/33/45 y otros VPH-
AR en identificar mujeres que precisan ser orientadas a un control préximo de colposcopia por

presentar mayor riesgo de tener diagnoéstico de lesiones NIC 2+ en cuello uterino.

Los resultados del presente estudio sugieren que tanto la carga viral relativa obtenida en la CH2
como la tipificacién parcial o extendida de VPH pueden mejorar el manejo de mujeres VPH
positivas en el tamizaje. El estudio de Rezhake et al., observé que en algoritmos de triage
combinados donde mujeres VPH positivas fueron negativas para VPH 16/18, con resultados
negativos para pl6 o para citologia, tuvieron una probabilidad de desarrollar NIC 3+, menor al

1% lo cual permitiria a estas mujeres pasarlas a un intervalo de control méas espaciado.

En concordancia a los resultados del presente estudio sugieren la importancia de realizar otros
estudios con mayor tamafio de muestra y de cohorte para analizar en mujeres positivas para
VPH en la prueba de tamizaje combinaciones de potenciales biomarcadores como

genotipificacion de VPH que puedan minimizar los costos de seguimiento y la necesidad de
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visitas en mujeres con bajo riesgo de presentar diagndstico de NIC 2+. Ademas, los datos
obtenidos en este estudio contribuyen al conocimiento epidemioldgico y podrian servir de base
para estudios que evallen el impacto de la vacuna en la circulacién de tipos de VPH, asi como
sugieren la importancia de realizar campafias de educacion para el fortalecimiento de la
prevencion.
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6 CONCLUSIONES
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En relacion a los datos epidemioldgicos, el tipo mas frecuente detectado en las 306 mujeres fue

el VPH 16 seguido por los tipos 31 y 59 en la poblacion de mujeres estudiada.

Se detect6 asociacion entre VPH 16, 18 (p=0,0001), VPH 16, 18 y 45 (p=0,0008); VPH 16, 18,
45, 33, 31y 52 (p=0,00003) y el diagndstico de NIC 2+, evidenciandose el rol estos tipos de

VPH como potenciales biomarcadores para deteccion de lesion (NIC2+).

Se observé una frecuencia alta de 30,72% de infecciones multiples por VPH, sin embargo, no

se evidenci6 asociacion de la misma con la severidad de la lesion (p=0,218).

Se evidencié una disminucion de reacciones cruzadas en mujeres con infecciones simples por
VPH vy positivas por CH2 del 18,3% para NIC 1 o menor, a 9% para NIC2+, explicando en
parte que la mayoria de mujeres con NIC 1 o menor, eliminen la infeccion sin progresar a
NIC2+,

Por otro lado, en relacion a la frecuencia de anticuerpos contra el VPH 16 en las 306 mujeres,
no se observo una diferencia estadisticamente significativa en las mujeres que presentaban o no
diagnostico de lesiones de NIC 2+ (p=0,39). Lo que indica una utilidad limitada de estos

anticuerpos, como biomarcadores para deteccion de lesion.

Ademas, se observd una frecuencia significativamente mayor de mujeres que se habian
realizado la dltima prueba de Pap hace més de 5 afios y con diagndstico de lesiones de NIC 2+

(p=0,025), evidenciando la necesidad de realizar campafias de educacion.

Al comparar mujeres con o sin diagnostico de NIC 2+, se observé un mayor nimero de mujeres
con diagnostico de NIC 2+, que poseian 3 0 mas embarazos, sin embargo, esta diferencia no

fue significativa (p=0,084).
Al igual que algunos tipos de VPH de alto riesgo oncogénico, la carga viral relativa intermedia

a alta se asocié con diagnostico de NIC 2+, (p=0,013), sugiriendo un potencial uso como

biomarcador para deteccién de lesion.
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Finalmente, los datos obtenidos en este estudio contribuyen al conocimiento epidemioldgico y
revelan la necesidad de fortalecer campafias de educacion en la prevencion de CCU, asi como,
de realizar estudios de cohorte para analizar en mujeres positivas para VPH potenciales
biomarcadores como genotipificacion, carga viral relativa que puedan minimizar los costos de
seguimiento por medio de la identificacion de mujeres VPH positivas con mayor riesgo de

desarrollar lesion o cancer, de las que pueden ir a un seguimiento mas espaciado.
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7 PERSPECTIVAS
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Ampliar el tamafio de muestra a todas las mujeres positivas para VPH-AR incluidas
en el estudio multicéntrico ESTAMPA para evaluar el potencial de VPH 16, 18 y

tipificacion extendida como técnica de triage.

Comparar nuestros resultados con los obtenidos de deteccion de anticuerpos contra
VPH 16 en suero en el estudio multicéntrico del grupo ABVIRIS de Alemania.

Analizar otras técnicas mas sensibles para la deteccién de ADN-VPH de alto riesgo

en muestras de plasma.
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9.1. Datos sociodemogréficos

Codigo de barras
participante|

DATOS SOCIO DEMOGRAFICOS
ESTAMPA

Climica: |_|_|

Fecha de visita: |_|__|/|_|_1/|_|_|_|_|
Dia ul

Mes Af

Deseo tomar algunes minutes para hacerle algunas preguntas acerca de su educacion v trabajo

1. :Sabe leer? 181 2 No 9 KR I:‘
2, ;5abe escribir? 18 2 No 9NR |:|
3. :Ha asistido alguna vez a la escuelal 181 2No(paseak) 9NR(paseak) I:I
4, :Cual fue el grado o nivel de escolaridad mas alto que completo?
1 Primaria incompleta 5  Pregrado,/universidad incompleta
2  Primaria completa 6  Pregrado/universidad completa |:|
3  Secundaria incompleta 7  Vocacional/técnica
4  Secundaria complsta 9 NR/NS
5. :Cuales de las signientes descripciones expresa mejor la situacion actual del jefe de hogar (jefe de hogar es el que
lleva mas dinero a la casa)?
1 Trabaja 5 Retirado
2  Desempleado buscando trabajo &  Hace tareas del hogar, cuida a los nifios o a otras
3 Estudia Personas |:|
4  Enfermo 7 Otre
E Ente/discapacitado 8  Nitrabajani busca empleo
9 NS/NR
6 :Cual e la ocupacicn del jefe de hogar?
1 Emplsado B Trabajo temporal
2 Empieado en oficies domeésticos 9  Trabajo de campo- pastores. agriculiura,
3 Trabaja en un programa de emples social Bl DD
4 Empleador (con 5 empleados o menos) 10 Trabajador sin salario: rabaja en empresa familiar sin
- salario
5 Empleador (con mas de 5 empleados)
. 11 Owe
[ Profesional o téenico rabajando
Independients 12 Morponds
13 bilada /&
7 Trabajador independiente pero no Je /
prefesional (en la casa, comerciante, 14 No aplica
trabajador de la construccidn sin contrato
formal de trabaje)
7. El Agua én Su cASA
1  Llega porrtaberiaalacasa 3  Esui fuera del verreno D
2 Esti dentro del terrenc pero fuera de la casa 9 Neoresponde
B ;Tieme banol
1 5 9 Mo responde |:|

r 4 Mo [pase a 10)
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9, Elbanotiene:

1 Sanitario con botdn o cadena y arrastre de agua 3 Letrina (sin arrastre de agna)

2 Sanitario sin boton ni cadena pero con arrastre 9 Noresponde

de agua (usa un balde para hacer corver el agua)

10, Ensu casawsted tiene: (margue todas las que apliquen)

|:| Automovil

|:| Horno microondas

|:| Television por cable

|:| Computador de escritorie

|:| Computador portatl

|:| Lavadora
|:| Moto

|:| Minguna delas anteriores

11, Finalmente, quiers preguntarle si usted alguna vez se
ha hecho un Papanicalaou o citologia?

15 ZNe  FNR

12, ;Cuando serealizo su ultimo Papanicolaou o citologia?

1 Hace menosde 2 anos

2 Entre 245 afios atrds

3 Hacemas de5 anos

13, Codizo entrevistaden |_|_| ||
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9.2. Cuestionario Factores de riesgo

CUESTIONARIO DE FACTORES DE RIESGO Codign bareas
ESTAMPA Participante

1 Feehavisita: |_|_ |/ 1/ Clhimiez: |_|_| Codigo entrevistador: |_|_|_|_|

[ia Mes Afio

(uisre tomar unes minutes para hacerls algunas preguntas sobre usted, su salud ¥ sus habitos, Esta informacion pedria ayudar a
comprender mejor 1a relacion entre la m.t'emun por VPH v las lesiones cervicales. (uiero recordarle que toda la informacion que
usted proporcions es confidencial y sera utilizada unicamente para el estudio. Por ultimo quiero recordarle otra vez que pusde
negarse a responder cualquier pregunta, sin afectar su participacion en el estudio.

2, Quisiera preguntarle acerea de su consumo de cigarrillos. ;Durante su vida ha fumado al menos 100 cigarrillos (5

cajetillas) o mas? D
1 3, fuma actuaiments 3 MWo,nunca [Vayaa pregunta 7)
2 5 perc vano fima 9 N5/NR [Vayaa pregunta 7]

3. ;A qué edad comenzo a fumar por primera vez? {99 5i NS/NR) L

4, En promedio ;cuantos dgarrillos fomaba o foma? L|_] por

L Dia 4 Afo O
2 Gemana 9 Ni/NR
3 Mes (5 fuma actualmente vaya a pregunta 7)

&, :A qué edad dejo de fumar? (99 5i N5/NR) L

6. ;Durante cuantos aiios famo cigarrillos? (No Incluya (9% =i N5, /NF) |__|__| afios || meses

lapsos de tiempo en que dejo de fumar)

Las :iguientes preguntas son acerca de su historial sexual. 5¢ que éste &5 un tema sensible, pero es impurmte para &l estudio,
Por favor, tomese el tiempo para recordar esta informacdion con la maver precision posible, Me gustaria recordarle gue la
informacion que propordone no se le dird a nadie.,

7. ;A que edad tuvo sn primer periodo menstrual’ (99 5 N5/MR) L L

:ji %T&d;:::?“ cuando tuvo su primera relacion sexual | (1 5 nunes ha tenido relaciones sexuales [FIN])__|_|

9, Durante su vida ;con cuantos hombres diferentes ha tenido relaciones sexuales?

5i 1 hombre pase a pregunta mimero 13

Mas de uno pase a pregunta 11 L
N5/NR vaya a pregunta 10
10, Dirta que han side
. 4 enmeByll
: °E§ 5 MisdelD [
-7 9 H5/NR
3 6e7 '

11, Durante los ultimes 12 meses ;con cuantos hombres diferentes ha tenido relaciones sexnales?
5 un mimero exacto pase a la pregunta 16

51 ME/NE vaya apregunta 12 1|
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CUESTIONARIO DE FACTORES DE RIESGO Codigo barras
ESTAMPA Participante
12, Diirta que han side
| 703 4  enmeByll
e 5 Misden 0
s i 9 NS/NR

Pase a pregunta 1o

13. Que usted sepa ;cual &5 el numero total de mujeres con las que su pareja ha tenido relaciones sexuales, sin incluirse a usted?

5i nimero exacto de mujeres pase a la pregunta 15

Si Otro, vaya a pregunia 14

|

14. Dirta que han sido

. 4 enmefyll
: ?E? 5 Misdell O
& TUJ e
e 9 NS/NR
15. Durante los ultimos 12 meses ;ha tenido relaciones | 150 2 No 9 HS/NR

sexuales?

O

Por ultime, quiero hacerle algunas preguntas sobre sus embarazos v el uso de métodos anticonceptivos, por favor, trate de

recordar esta informacion con la mayor precision pesible,

16, ;Alguna vez ha estado embarazada’ ) z No 9 N3/NR D
51 Moo H5/NE Pase a pregunta 18
17. ;Coantas veces? L
18, ;Usted ¥ su ultima pareja, han usado alguna vez un 15 2 No % N5/HR D
condon? e
JiNoo N5/NR Pase a pregunta 20
19, Durante los periodos en que usted y su ultima pareja usaron condon, lo usaron
4 Raravez

Cadavez que tuvieron relaciones sexuales

I Lamayonade las veces que tuvieron relaciones sexmales
3

Aveces

9 NS/NR
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CUESTIONARIO DE FACTORES DE RIESGO Cotign bareas

ESTAMPA Participante

20, Para cada uno de los métodos anticonceptivos que se enumeran abajo, por favor indiqueme 5i usted 1o ha usado o no, y en
caso afirmative, por favor digame ;queé edad tenia cuando lo empezo ¥ lo dejo de usar y por cuanto tiempo lo uso?

Edad [Edaden Tiempo deuso
No Si deinicio quepard Meses/Afos NR/NS

. Pastills OO0 Lo oo oo [
b Inpecciones OO w w wonw [
¢ Inplantes OO oo o oo []
4o U0 w ow oww []

e, Otro, especifique 1 I 1 Iy 1 D
21. ;Ha padecido alguna infercion de transmision sexual? 1 5 2 No (Paseapregunta23) 9 KS/KR D
22, ;Queé tipo de infeccion ha padecido?
1 Sifilis 4 HepatitisB O
2 Herpes 5 Otros.especifique
3 VPH
23. ;5e higieniza lnego del acto sexual? 4 Rarave
1 Siempre 9 NS/NR D
2 Casisiempre v
3 Aveces
24, :Con que se higieniza?
1 Aguma ¢ Infusion de hierbas, Especificar tipo D
2 Aguayijabon 5 Otros especificar
3  Desinfectantes 9 Ni/HR

24, a, Especificaciones:

25, Observaciones:
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9.3.

Codigo de barras

Formulario de cepillado endocervical ESTAMPA

participante
FORMULARIO DE CEPILLADO ENDOCERVICAL
ESTAMPA
FCEC
CLINICA
PP CO1 = 1% vishta codpo-VISITA-2 C16 = Colpa Mnal-¥ISITA-4
L Tipo devisita: |_|_]_| £OT = tra colpe £05 = Visita tratambeste colpo
2. Fechade lecciomn: ! ] .
a de recoleccidn IDL | IEI‘_I.-I IL‘_IN I_1 3. Edad: |_|_|
LABORATORIO
4. Fecha de recibido en el laboratorio: N I I
Dria. Max Ay
Sa. Especifique la razon: /M, todar fas :
1= Satizfctoria para evaluacién e HHe = ot e opliguuen)
(pasea i 6] I:l Componente de la zona de d I:l Oscurecida par sangre
o ey e * transformacifn ausents
i = a pero Hm .
= E?ulld.-:.iad.e.lla I (pase a # 5o} I:l Componente epltelial = |:| Artefacta g secido
5 H | b i [
3= Imadecsada para evaluacita S Eamas - I:l Otro, ex L
[complete # 5o, #6, G0 ¥ pose I:l Parcialmente fintalmente - TR
a# 1) = ascurecida por inflamacién
6. Infeccion visible? 6a.Tipo de infecciom (Margue todes Jas que aplicon)
A |:| Herpes d. I:l Cacobadilas
1 5 b. Cindida . Otro, especifigue:
2 Mo (pese s wia) D " £ |:| T espeeane
[ Tricomanas
7. Diagnostico I
ESCAMOS -
£ Diagnostics
glandular/ Gtros | -
THAGNOGTICOES ESCAMOSE IHAGHOETICDS GLANDUIARES MO TROS DIAGHOSTIONS

20 = Dentro de Imices normales
21 = Cambios celulares resmivos
30 = ASC-IS

33 = ASC, descartar alvo grads

40 = LIEBG, incluve cambios celulares de VPH
S0 = LIEAG [sim especificar)

51 = LIEAG, KICZ

EZ = LIEAG, WIC 3

62 = Carclnoma celular escanoso Imvasor

0 = No oo Sagnisdon

Z1= Dentro de [mies normales

IT = Componente endocervical assente
Sl = AGE, sl obra esped Scaddn

F1 = AGC posible neaplasia

52 = Adenocandinoma in-sio [AIS]
93= Adenocarcinoma, Sin o espe:
94 = Adenocard nosa endocervical
8% = dora nos reedpldsica

5¢ = dora necplisica

[espeecificee en comentariog]

4. Comentarios:

10. Citotecndlogo/Citopatdlogo: |_|_|_| 11. Fechadediagnésticos |_|_I/|_I_I/_1_I_I_1

Sis Hag ey
12, Tramserito por: |_|_|_1_| 13. Fecha de transeripeion: |_|_ |71/ 1_1_1_1
=i aplica] [ 5T aplica) =1 Mag i
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9.4.

Formulario de Colposcopia ESTAMPA

FORMULARIO COLPOSCOPIA
ESTAMPA

Codizo de barras
ldentificacion participante

FL
1. Fecha vista: COT=DTRA COLFOSCOFLA
P . OFl=1a DOLPISPOODPIA-VISITA 2
HELEE R 2 Chimbca: || | 3. Tipe de Wisita: |_|_|_ 1 8= COHLPOSOOPLL FISAL VISIT 4 CO5=VEITA
e Me Anba TRATAMIENTD
4. Resultado de divlogia convendonal: 1 Mo disponible 2 Inadecuada 3 <LIEAG 4 LIEAG=fAGC |:|
5 Adecusdin colposoipica: 1 Ademuada (posea 7) 2 Imadecuada |:|

. Kazin de inadeouada:
(marque indes los que oplicon]

1 D Cuello utering ascurecido por inflamacidn

2 D Cuello utering ascurecido por sangrado

3 l:l (wello uterino ascureddo por clcatrices

4 l:l {rtro, especifigue

7. ¥isibilidad de wnidén escamo-columnar: 1 Totalmente visible 2 Pardalmente visible 3 Movisible |:|
£ Tipede Zona de Transformacian (ZT): 1 Tipo1l 2 TipoZ 3 Tipo 3 I:l
L Hallazgns de la colposcopia

) 9e. Dibuje los Ballazges
4. Colposcopia: 1 Mormal {pese a 10, d=Normal] 2 Anarmal I:l ol poscfpicos

9a. Logar de kafs) lesionfes): 1Dentrode b ¥T 2 FoeradelaZT 3

[

Dentro & foera de la ZT

b Posickin en el sentdo del reboj de ka lesion|es):

“r. Mimero de cuadrantes cervicales oobierios por k) lesion(es):

“d. Porcentaje del cuello utering cublerto por las] besidn{es): ]9
Il._[Hagnistico colposcdpico
0 Marrmal 1 Positiva menor [Gradao 1/bajo grado)
10, Impresidén colposcdpioa: L |:|
2 Positiva Mayor [Grado 2/alto gado] 3 Sospecha de cancer invasor
111 Procedimientos
11. Cepillado - ;
endocervical: 1 4 4 Wo D
12. Blopsas: 15 2 Mo (pasea13) O
122 Mimero de 12h. Posicién en el sentido del reloj: [use 00 5 . )
bi : dentro def conal) 12.c Orden de gravedad de ks lesiones:
B1l_| o1 | - Gravedad de 30serdo 3 L impresice
E2_| B2 _ coposriplca:
1 MAS SEVERA
B3| Bl _|_ _ 1 GRAYEDAD MODERADA INTERMEDIA
B4]_| Ba_|_ - 3 — o
12 LLETE 1 5 2 Mo [pasea 15) 3 {iro tratamientn [especificar en comentarias) |:|

1 Tipo 1 [escisidn de la ZT exocervicl]
13.2. Tipo de esdsiin: I Tipo 2 [escigidnde la T exocervical & esdsidn

3 Tipa 3 [escsidn completa del cuello utering)

[

parcial del canal endocervical)

13.h. Nimero de espedmenes recolectudos a enviarse a patologia: |—

1 M2+ en histologia
14. Razdm para LLETA:

3 Citnlogia LIEAG+ & Colposcopia Positive Mayaor [Grado 2)

2 Cepillado endocervical LIEAG

4 Otro, especifique

15, Comentarios

1. Col poecopista:
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9.5.

Resultado y diagnostico de biopsia ESTAMPA

Codigo de barras i
]gﬁifﬁ; RESULTADO Y DIAGNOSTICO DE LA BIOPSIA
i ESTAMPA
RE
CLINICA
LRk LIYLILV|LL L] 2. Tipo de visita: LU | g copotrsmrag e

3. Impresion colposcopica: 0 Normal

1 Grado 1 {menor/bajo grado) 2 Grade 2 (mayor/alto grade) 3 Sospecha de cincer invasor

4 (tro, especifique

4, Numero de biopsias tomadas: 1

2 3 4

LABORATORIO

Complete todos los campas posibles en I pregunta 5. Maximice los esfuerzes pare identificar Io biopsia con peor diagnastice. 5i el tefido es procesado en un laboratorio del estudia, todas las
coiumnas son obligatorias para todos [os bloques producidos.

a b 3 d. 3 £ £
Nimero de biopsia | Tamafio debiopsia | Numerodeblogue | Nimerodepatologia | Ne.total | Codigo de Otros hallazges /eomentarios
E, (mm) institucional de diagnostice*
[didmetro x difmetro x liminas
prafundidad)
I N O A Iy [
I N O A Iy [
I I T I L
LI I O (S W LI
o
Cidiges de 01 =Negtivo E;-El:el.aplasmaﬂma 03 = NIC1 Callacitasis 04 =NIC2 09 = Carcinama, infiltracién no determinada
diagnsticn: 5 =NIC3 SCATCINDMA ESEMAE 7 - Adenocardnoma lvasor 0 = Inadecuada 96 = Otro (especifique)

LNwasor

6. Diagnostico mas severo:

01 Negative

02 Metaplasia atipica
03 NIC1/ Callacitosis

04 NICZ
05 NIC3

07 Adenocarcinema invasor
08 Inadecuada

08 Carcinoma escamoso invasor

09 Carcinoma, infiltracion no determinada

[0

7. Comentarios patologe:

8, Numero total de bloques:

|_l_| [si5esabe)

%, Numero total de laminas Hematoxilina-Eosina:

|__I (st 5esabe)

10. Nomero de laminas electrocargadas sin tefir]_|_| (sise sabe)

11, Numero de laminas normales sin tefir:]_|_

(5152 sabe)

12. Fecha diagnostico:

r
!

|11/ 11| (si en lab. del estudic)
e Al

13, Codigo patalogo:]_|_|_|_|

[5i en lab, del estudio)

14, Transerito por: |_|_|_|_|

(51 aplica)

Us Hes

15, Fecha de transeripeion: |_|_I/__I/_1_1_1_| (siaplica)
Afa
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9.6. Carta de consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO
ESTUDIO ESTAMPA
Titulo del estudio: Estudio multicéntrico de tamizaje y triage de CCU con pruebas
del Virus de Papiloma Humano - VPH (ESTAMPA)

Realizado por: Grupo de VPH del Departamento de Salud Publica, Instituto de
Investigaciones en Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de Asuncion (IICS — UNA)

Direccion: Dr. Cecilio Diaz ¢/ Dr. Gaspar Villamayor, San Lorenzo.

Teléfono: 595 971 274 244

Responsable por Paraguay: Dra. Laura Mendoza, IICS-UNA. C.I: 1.196.017.

Patrocinado por: Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC),
Organizacién Mundial de la Salud (OMS)

Financiado por: IARC — OMS, IICS — UNA, MSP y BS, CONACYT.

Identificacion del participante:

Introduccion
El CCU o cancer de cuello del Gtero es un problema de salud importante en nuestro pais,
y ha sido muy dificil controlarlo. Actualmente sabemos que el cancer de cuello del Gtero es
causado por una infeccion con algunos tipos del virus del papiloma humano (VPH). (Un virus
es un organismo muy pequefio no visible al microscopio). Esta infeccién viral es muy comun'y
las defensas del cuerpo usualmente eliminan la infeccion durante los dos afios siguientes a su
adquisicion. Sin embargo, algunas mujeres que padecen la infeccion no la eliminan y podrian

desarrollar cancer.
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Actualmente para prevenir el cancer de cuello del atero se utiliza la prueba de la
citologia, conocida como Papanicolaou. Esta prueba consiste en examinar las células
recolectadas del cuello del Gtero utilizando un microscopio, para identificar si hay cambios
anormales en algunas de ellas. Si se encuentran células con cambios anormales, éstos podrian
haber sido causados por algin VPH y pueden representar la existencia de una lesion en el cuello
del utero, que si es detectada a tiempo puede ser tratada antes de convertirse en cancer. Estamos
investigando nuevas técnicas que podrian ser mejores que el Papanicolaou para detectar
lesiones causadas por el VPH, que, al ser identificadas y tratadas adecuadamente, no se
convertirdn en cancer de cuello del utero.

¢ De qué se trata este estudio?

Este estudio busca evaluar diferentes estrategias para definir cual de ellas identifica
mejor a las mujeres con riesgo de desarrollar cancer entre aquellas infectadas con el VPH.
Invitaremos a 5000 mujeres entre los 30 y 64 afios de edad en (pais) y también en otros paises,
a participar en el estudio. Méas de 50.000 mujeres seran invitadas en total.

¢ Quiénes pueden participar?

Mujeres entre los 30 y 64 afios de edad que ya hayan tenido relaciones sexuales, que
no estén embarazadas y que no hayan tenido un parto o aborto (también conocido como “una
pérdida”) en los ultimos tres meses.

¢ Que implica para mi participar?

Si usted acepta participar, en la primera visita le haremos preguntas acerca de sus datos
personales. Ademas, se le realizard un examen ginecoldgico y se recolectard&n muestras de

celulas de su cuello del Utero para detectar la presencia del virus (VPH).
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Larecoleccion de las muestras es similar a la recoleccion para el Papanicolaou. Usando
las muestras recolectadas, realizaremos la prueba de VPH. Con el objetivo de establecer
controles de calidad, las muestras de un pequefio grupo de mujeres pueden ser analizadas con
otras pruebas moleculares. Si usted tiene un resultado positivo en la prueba de VPH o en una
de las pruebas utilizadas para control de calidad, usted serd invitada a continuar con las visitas
del estudio. Si su resultado de la prueba de VPH es negativo, usted no sera invitada a las
siguientes visitas del estudio y por lo tanto debe continuar con sus controles médicos de rutina
dentro de su sistema de salud. Es posible que utilicemos las muestras recolectadas en la visita
inicial para realizar otras pruebas relacionadas con el virus, pero cualquier remanente no
utilizado serd desechado. En caso de que usted sea seleccionada para continuar, usted sera
invitada a una segunda visita para un examen mas detallado con un especialista en colposcopia.
La colposcopia es una prueba donde un médico especialista examina el cuello del Utero a través
de un lente especial con una luz para detectar tejidos anormales y decidir si usted requiere
tratamiento. Una vez en la clinica de colposcopia, antes de que el médico especialista le realice
el examen, le haremos algunas preguntas de su historia personal y su estilo de vida, le
tomaremos una muestra adicional de células de su cuello del utero y le solicitaremos que done
una muestra de sangre de 10mL. Al igual que las muestras recolectadas en la visita inicial, estas
muestras las utilizaremos para evaluar estrategias que puedan identificar a mujeres que estén
en mayor riesgo de desarrollar cancer. En la clinica de colposcopia se le puede ofrecer la
posibilidad de que usted colecte su propia muestra cervical. La enfermera le proporcionara un
hisopo especial y le explicara claramente cémo utilizarlo. Esta recoleccion de muestra es facil,
no es dolorosa y no ocasiona ningun riesgo. Inmediatamente antes de la colposcopia, un
[médico general/ enfermera] le examinara su cuello del Gtero luego de aplicarle unas gotitas de
acido acético al 5% o vinagre comun, que evidenciaran posibles lesiones al tefiirlas de color
blanco. Esta técnica se llama inspeccion visual después de la aplicacion del acido acético (IVA).
El resultado de este IVA no sera utilizado para decidir su manejo clinico, solo sera registrado
para ser comparado con los resultados de las otras estrategias en investigacion al final del
estudio. Una vez realizado el IVA, el médico especialista le realizara la colposcopia. Para saber
si usted tiene enfermedad en el cuello del Utero y decidir si necesita tratamiento, es posible que
el médico especialista tome una pequefia muestra de tejido llamada biopsia, cuyo resultado
utilizara para su diagnostico. Si la biopsia muestra que usted tiene enfermedad, puede que usted

requiera tratamiento, el cual le sera explicado por el mismo médico especialista. Basado en sus
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resultados, si el médico especialista decide que usted no requiere ningun tratamiento, la
invitaremos a una visita 18 meses después para recolectar muestras para una segunda prueba de
VPH. En esta visita de seguimiento, tambien se le podréa ofrecer que usted misma colecte su
muestra cervical. La enfermera le explicara claramente este procedimiento. Nuevamente, si esta
prueba resulta positiva la invitaremos a otra colposcopia en la cual el médico especialista, una
vez mas, puede tomar una biopsia y si usted tiene enfermedad ofrecerle tratamiento. Si por el
contrario, el resultado de esta prueba de VPH es negativo, le recomendaremos que continle con
sus controles médicos de rutina. El tratamiento mas comun para las lesiones en el cuello del
utero es un LEEP (una pequefia cirugia para extirpar el tejido afectado, realizada bajo anestesia
local en el consultorio médico). EI LEEP puede causar sangrado, dolor por algunos dias, en
algunas ocasiones puede causar una infeccion y en muy raras ocasiones puede afectar la
capacidad de quedar embarazada o completar los embarazos en el futuro. Los tratamientos para
lesiones en el cuello del Gtero méas severas pueden requerir de hospitalizacion y su médico se
los explicaré si los necesita. Estos tratamientos méas especializados no forman parte de este
estudio y por lo tanto el costo de éstos no sera cubierto por el estudio, en cambio, se le ofreceran
dentro de su sistema de salud. La forma en que usted es diagnosticada y tratada se llama
“manejo clinico”. Si a usted se le realiza una colposcopia, usted recibird un manejo clinico mas
complejo que el que se ofrece de rutina en el pais. Es decir, es posible que usted tenga que
asistir a mas visitas de colposcopia y que le realicen biopsias o tratamientos adicionales. Este
manejo clinico ha sido disefiado y revisado por expertos internacionales con el fin de lograr la
deteccion y tratamiento adecuado de todas las lesiones que puedan estar presentes en su cuello
del utero.
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Le pedimos autorizacién para almacenar sus muestras, las cuales utilizaremos para la
evaluacion de otras estrategias que puedan mejorar la deteccion temprana del cancer de cuello
del Gtero; y para revisar sus registros médicos. Para cualquier evaluacion de nuevas estrategias,
solo se usaran sus muestras y algunas notas de sus registros médicos, pero sus datos personales
no serén utilizados ni compartidos. Le recordamos que para participar en el estudio necesitamos
que nos permita recolectar las muestras en la primera visita. En caso usted no esté de acuerdo
con esta recoleccion, desafortunadamente usted no podra participar en el estudio, pues estas
muestras son esenciales para el estudio. Finalmente le recalcamos que su participacion es
completamente voluntaria y puede retirarse de este cuando quiera 0 negarse a participar en
cualquier parte del estudio, incluyendo responder preguntas sobre su historia personal y estilo
de vida o proveer cualquier muestra a excepcion de aquellas que se recolectan en esta primera
visita. Esto no afectara los servicios que usted recibe dentro de su sistema de salud.

¢Mi participacion tendra algun costo para mi o recibiré algiin pago por mi
participacion?

Todos los procedimientos del estudio son completamente gratis o los cubre su sistema
de salud. Usted ni pagard, ni recibird ningn pago por su participacion.
¢ Qué muestras seran recolectadas durante el estudio y para qué seran utilizadas?

Vamos a recolectar tres muestras de células de su cuello del Gtero durante la primera
visita. Si usted es seleccionada para que le hagan una colposcopia, recolectaremos una muestra
similar adicional y una muestra de sangre de 10mL durante esa visita de colposcopia. En el caso
de que usted sea invitada a una visita a los 18 meses, recolectaremos otra muestra para realizar
una segunda prueba de VPH vy decidir si usted requiere asistir a colposcopia para ser
diagnosticada y quizas recibir tratamiento. Las muestras de su cuello del dtero se utilizaran para
determinar la presencia de VPH y para estudiar las diferentes manifestaciones del virus en las
células que nos pueden ayudar a identificar a las mujeres que estén en mayor riesgo de

desarrollar cancer.
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La muestra de sangre se va a utilizar para estudiar marcadores en la sangre de la
infeccion por el VPH, enfermedad de cuello del utero o las reacciones del cuerpo ante el virus
y la enfermedad. Es posible que durante la visita de colposcopia el médico especialista tome
una biopsia para diagnosticarla y decidir si usted requiere tratamiento. Ademas, es posible que
usted tenga que asistir a mas citas de colposcopia en las cuales se pueden tomar otras biopsias
0 que tenga que recibir tratamientos que incluyan la extraccion de tejidos de su cuello del Gtero.
En este caso, le solicitamos su autorizacion para que los tejidos extraidos durante el diagndstico
y el tratamiento puedan ser revisados por especialistas del estudio. Las muestras seran
almacenadas en (institucion local). Mas adelante algunas de las muestras se enviaran a los
laboratorios de nuestros colaboradores o a la Agencia Internacional para la Investigacion sobre
Cancer (IARC por sus siglas en inglés) de la Organizacion Mundial de la Salud en Francia, para
su almacenamiento a largo plazo, y se utilizaran en la evaluacion de nuevas estrategias que
puedan servir para mejorar la deteccion temprana del cancer de cuello del Gtero. En este
documento le pedimos autorizacion para usar sus muestras en estos estudios futuros y por lo
tanto usted no volvera a ser contactada por este motivo en el futuro. Usted sélo recibira los
resultados de las pruebas de VPH recolectadas al inicio de su participacion y 18 meses mas
adelante, si se le realiza; pues ambos resultados determinaran si usted sera referida a
colposcopia o no. Los resultados de las otras estrategias en investigacion no le seran informados
porque no seran utilizados para decidir si usted necesita ser tratada o no. Sin embargo, si usted
prefiere, puede solicitarlos contactando al investigador principal, (nombre del investigador
principal e institucion local), quien se los comunicara cuando estén disponibles. Pueden pasar
varios afios antes de que estos resultados de investigacion estén disponibles.

Una vez mas le recordamos que sus muestras almacenadas no seran marcadas con
informacidén que la identifique. Solo tendran un codigo que permitira asociarlas con sus otros
datos. Le solicitamos su autorizacién para que sus muestras de tejido recolectadas durante la
colposcopia o durante el tratamiento, asi como sus registros médicos puedan ser revisados por
investigadores del estudio.

¢,Cuales son los beneficios de mi participacion?

Los beneficios son:

1. Se le realizaran pruebas de alta calidad para la deteccion de lesiones que podrian
convertirse en cancer de cuello del Gtero, bajo la supervisidén de un equipo internacional de

investigadores.
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2. Si usted tuviera una lesion en su cuello del tero, nos aseguraremos de que reciba el
tratamiento apropiado, proporcionandoselo como parte del estudio o remitiéndola al servicio de
salud apropiado.

¢,Cuales son los riesgos de mi participacion?

Los riesgos son:

1. El examen ginecoldgico es incbmodo y en muy pocas ocasiones puede producirle
un sangrado ligero muy corto que desaparece espontaneamente.

2. Si usted acude a la cita de colposcopia le realizaran un examen IVA. Este examen
requiere la aplicacion de algunas gotas de vinagre comun que puede producirle un leve ardor
muy corto que desaparece espontdneamente.

3. Si usted necesita ir a una visita de colposcopia, y el especialista le toma una biopsia
puede que este procedimiento le produzca un leve sangrado sin mayores consecuencias.

4. En el caso de que usted requiera un LEEP, éste le puede causar sangrado, dolor por
algunos dias, y en algunas ocasiones puede causar una infeccion; y en muy raras ocasiones
puede afectar la capacidad de quedar embarazada o completar los embarazos en el futuro. Este
tratamiento con LEEP solo se realizara si esta clinicamente indicado.

¢La informacién que voy a brindar es confidencial?

Toda la informacion que brinde, incluyendo los resultados de sus pruebas, serd
confidencial. Se va a usar un nimero de estudio que la identificara a usted, sus documentos y
sus muestras. La informacion que permite vincular este nimero con su nhombre se guardara en
un lugar seguro y estara disponible unicamente para el personal del estudio.

El investigador principal es responsable de asegurar la confidencialidad de sus datos.
Todo el personal del estudio mantendra la confidencialidad de su identidad y su nombre no
aparecera en ninguna publicacion con respecto al estudio o sus resultados.

Instituciones, aprobaciones, seguimientos, preguntas adicionales y futuros
contactos

Este estudio esta coordinado por la Agencia Internacional para la Investigacion sobre
Cancer y es realizado en (pais) por (nhombre de la institucion). El estudio es financiado por
(nombre de la institucion). El protocolo del estudio y el consentimiento informado han sido
revisados y aprobados por el Comité de Etica de la Agencia Internacional para la Investigacion
sobre Céncer, por el Comité de Etica e Investigaciones de (institucion local) y por el comité de

ética de la OPS.
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Si tiene preguntas adicionales puede hacerlas y discutirlas con el personal del estudio.
Si tiene preguntas adicionales puede contactarse con el (nombre), investigador principal del
(institucion local) en el teléfono (nimero de teléfono), extension (nimero de extensién), o
puede contactar al (nombre) presidente del Comité de Etica en el teléfono (nGmero de teléfono),
extension (numero de extension). También puede consultar la pagina web del estudio
WWW.XXXXXXX para mas informacion al respecto.

Es posible que en el futuro la contactemos para invitarla a participar en nuevos
estudios. En ese caso le explicariamos de qué se trata el nuevo estudio y utilizaremos un
documento similar a este con la informacion necesaria para que usted decida si desea participar

0 no en ese futuro estudio.

He leido el consentimiento informado y este formulario.
Iniciales
Y sé lo siguiente:

e Que el Virus del Papiloma Humano (VPH) puede causar cancer de cuello del dtero si la
infeccion no es eliminada por las defensas del cuerpo

e Que actualmente es posible detectar las lesiones en el cuello del utero utilizando una
prueba que detecta el VPH

e Que en este estudio se investigaran varias estrategias para detectar las lesiones en el
cuello del utero que podrian convertirse en cancer

e Que como parte de los procedimientos del estudio, se me realizaran pruebas y se
recolectaran muestras para investigacion

e Que si tengo un resultado positivo en la prueba de VPH o en alguna de las pruebas
utilizadas para control de calidad, seré invitada a una visita con un especialista en
colposcopia, de lo contrario debo continuar mi tamizaje regular dentro de mi sistema de
salud

e Que si soy referida a colposcopia, recibiré un manejo clinico diferente al que se ofrece
de rutina en el pais

e Que mis registros médicos podran ser revisados por el personal del estudio

e Que si recibo tratamiento para lesiones en mi cuello del Gtero, el tejido extraido en el
tratamiento sera revisado por un especialista del estudio

e Que mis muestras seran almacenadas y podran ser utilizadas en el futuro en la
evaluacion de nuevas estrategias que puedan servir para mejorar la deteccion temprana
del cancer de cuello del dtero

e Que mi participacion es voluntaria y no tendra ningln costo y que no me pagaran por
participar

Los riesgos y beneficios de participar en este estudio

e A quién puedo llamar si tengo dudas o preguntas acerca del estudio
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e Que me puedo retirar del estudio en cualquier momento o negarme a cualquier parte del
estudio, incluyendo responder preguntas sobre mi historia personal y estilo de vida y
proveer muestras adicionales a las recolectadas en esta primera visita, y que esto no
representara ningun problema para mi

e Que me pueden ofrecer que yo misma colecte mi muestra cervical y si llega el caso:
oSi, acepto participar en este estudio, pero no deseo colectar mi propia muestra

cervical

oSi, acepto participar en este estudio, y acepto colectar mi propia muestra cervical

Firma de la participante Nombre completo Fecha

Firma del administrador del consentimiento Nombre completo Fecha

Firma del testigo Nombre completo Fecha

(Para personas con dificultades de lectura/escritura, o por regulaciones locales)
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9.7. Manual de operaciones

MANUAL DE OPERACIONES

Estudio: “Deteccion de tipos de virus de papiloma humano de alto riesgo
oncogénico (VPH-AR) y de anticuerpos contra VPH-16 en mujeres VPH-AR positivas con
y sin lesién, ESTAMPA 2014-2019”

Principio:

Tipificacion de VPH en muestras de cuello uterino de mujeres positivas para
VPH-AR: Extraccion de ADN por medio de un kit comercial, amplificacion mediante reaccién
en cadena de la polimerasa PCR vy tipificacion seguida de hibridacién reversa. Se realizara
siguiendo el manual Human Papillomavirus Laboratory, WHO HPV LabNet First Edition 2009
(109).

Deteccién de anticuerpos contra VPH-16 en muestras de suero: La deteccion de
presencia de anticuerpos contra VPH-16 se realizara por una técnica de inmunoensayo
competitivo, en formato de prueba rapida para la determinacidn cuantitativa de los equivalentes

de anticuerpos DRH1 en el suero, siguiendo el protocolo de PT Monitor, Abviris GmbH (135).
Recursos Humanos

Equipo de Trabajo de Laboratorio, Departamento de Salud Pablica (1ICS): Biog.
Tania Alfonzo (Alumna de Maestria), Dra. Laura Mendoza (Directora de Tesis), MSc.
Pamela Mongel6s (Co-directora de Tesis), MSc. Adriana Valenzuela (Co-directora de
Tesis), MSc Fatima Cardozo. Para la tipificacion de las muestras se tendra la colaboracion
del Servicio de Virus Oncogénicos del Instituto Malbrén, Ministerio de Salud Publica,
Buenos Aires Argentina. Equipo de Trabajo del Instituto Malbran, Dra. Alejandra Picconi,
Biog. Jorge Baseletti, quienes proveeran la membrana validada y los controles para realizar
en el laboratorio de Salud Publica del 1ICS, UNA, las actividades de tipificacion de VPH
por la técnica de PCR seguida de hibridacion reversa.
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Desarrollo del método

1. Toma de muestra

Las muestras provendran de un banco de muestras de cepillado de cuello uterino
formado en el marco del proyecto “Estudio multicéntrico de tamizaje y triage de CCU con

pruebas del Virus del Papiloma Humano (ESTAMPA)”

Se cita brevemente el procedimiento utilizado para la toma de muestra de cuello uterino
(The Thinprep Pap Test, USA).

1. Introducir el extremo contorneado de la espatula de plastico en el canal cervical

2. Girar 360° alrededor de toda la exocervix y endocervix

3. A continuacidn, colocar rapidamente la espatula en la solucion del vial PreservCyt.
Agitar vigorosamente.

4. Transportar los viales de PreservCyt al IICS, UNA y almacenar a 25 C° hasta su
procesamiento.
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La extraccion de ADN se realizara en la sala de extraccion de material genético del
Laboratorio del Departamento de Salud Publica utilizando el kit de extraccion comercial
siguiendo las instrucciones detalladas en el kit a partir de una alicuota de muestra tomada del

vial de PreservCyt.

La deteccion de los tipos de VPH se realizara siguiendo el POE técnico utilizado
en el departamento, parala DETECCION DE VIRUS PAPILOMA HUMANO POR PCR
y TIPIFICACION POR HIBRIDACION REVERSA EN LINEA (PCR-CHUYV) con
codigo DSP-POE-T 03. Se realizara siguiendo las indicaciones del manual Human
Papillomavirus Laboratory, WHO HPV LabNet First Edition 2009 (109).

- PROCEDIMIENTO
a) Protocolo PCR-CHUV

Protocolo para la preparacion de la Mix: deben figurar las concentraciones de todos
los reactivos utilizados para la preparacion de la misma y en el caso particular del Buffer de
PCR 10X especificar si contiene MgCI2 y en caso afirmativo indicar su concentracion. También
especificar si contiene alguna sustancia para mejorar el rendimiento de la PCR, como ser

(NH4)2 S04, KClI, etc. Completar las columnas de marca, No de lote y fecha de vencimiento.

Calcular el volumen de cada reactivo por tubo de PCR (columna 1X) teniendo en
cuenta las concentraciones finales por tubo que figuran en la tltima columnay el volumen final
de la PCR (50 pl). Con este valor se calcula el volumen total de cada reactivo a cargar en el
tubo de la Mix (columna X); éste resulta de multiplicar el volumen de la columna 1X por el

numero total de tubos de PCR.

Protocolo de cargado de muestras: Se deben utilizar 3 controles negativos: control mix,
control agua y control ADN. EI control mix seré el tubo final de la PCR, conteniendo solamente

mix y permitira detectar una contaminacion de los reactivos en el “area Mix”.
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El control agua y el de ADN se cargan en la mesada del “drea Procesamiento de
Muestras” lo que permitird detectar una contaminacion por arrastre durante el cargado de las
muestras 0 contaminacion en esa area en particular. Estos controles se distribuyen de manera
homogénea entre el resto de los tubos. Si no se completan los 44 tubos, tachar las celdas que

sobren.
b) Interpretacion De Resultados:

Para la interpretacion de los resultados se utilizara una grilla de resultados. Completar
los campos vacios presentes en el registro. Colocar la placa radiogréafica revelada sobre la grilla
y utilizando los controles positivos y de quimioluminiscencia (Cq) proceder a centrarla. Una
vez ubicada correctamente, la placa radiografica se fija a la grilla y utilizando una guia (regla)
comenzar con la interpretacion de los resultados, cruzando el tipo viral, ubicado a la izquierda
y derecha de la grilla, con el canal de la muestra ubicado en la parte superior e inferior de la
grilla. Estos resultados se utilizaran para completar la planilla de Resultados. Debido al muy
bajo fondo que presenta el ECL con este tipo de membrana, pueden ser detectadas sefiales muy
débiles.

c) Expresion Del Resultado:

El resultado se expresa de manera cualitativa, indicando si la muestra fue “positiva”,
“no detectable” o “no apta para el diagnostico”. En el caso de las positivas, indicar el tipo viral

detectado o “tipo viral indeterminado”, de acuerdo al algoritmo.
VPH: positivo. Tipo viral: namero del tipo viral / Indeterminado VPH: No detectable.

Muestra no apta para el diagndstico.

La deteccion de anticuerpos contra VPH-16 en muestras de suero, por el test PT
Monitor de prueba rapida para la deteccion cuantitativa de anticuerpos de suero humano
contra VPH-16 L1 (Abviris GmbH)(135), se realizara de la siguiente forma:

1. Afadir a un tubo eppendorf ,50 ul la muestra de suero humano con 200ul del reactivo
Monitor de PT y mezclar por pipeteo 5 veces utilizando una punta nueva de 200ul o
mayor.

2. Cerrar el tubo con la mezcla, colocarlo en el soporte y permitir incubar la mezcla durante
5 minutos.
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Durante la fase de incubacion, retirar el cassette de prueba de la bolsa, colocarla sobre
una superficie plana y etiquetar con el nimero de identificacion de la muestra.

Preparar el lector para la medida: seleccionar nueva medicion, introducir el ID de la
muestra.

Después de la incubacién de 5 minutos. Afiadir 100ul de la mezcla del tubo de
incubacidn, a la derecha y a la izquierda del cassette de prueba, evitar las burbujas.

Colocar el cassette en el cajon del lector, tener cuidado de la orientacion del cassette,
cerrar el cajon y empezar la medicion

Para la expresion del resultado del ensayo, la linea obtenida en el campo de reaccion se
mide fotométricamente y se correlaciona con la concentracion de anticuerpos contenido
en la muestra por medio de datos de calibracion especifica, curva de calibracion, de cada
lote. Finalmente, el resultado se expresa en unidades de ng/ml.
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9.8. Informe de aceptacién de protocolo

Universidad Nacional de Asuncion
RECTORADO
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN CIENCIAS DE LA SALUD
COMITE CIENTIFICO {CC)
COMITE de ETICA en INVESTYGACION (CEly

INFORME DE ACEPTACION DE PROTOCOLO

A : TANIA MABEL ALFONZO SALINAS

c.c : LAURA MENDOZA, PAMELA MONGELOS, ADRIANA VALENZUELA
Cédigo  : P17/2019

Fecha  : 24/06/2019

Por la presente informames que el profocolo ge investigacion remitido a estos Comités para
5U revision bajo el titulo de:

"DETECCION DE TIPOS DE VIRUS DE PAPILOMA HUMANO DE ALTO RIESGO
ONCOGENICO (VPH-AR), DE ANTICUERPOS PARA VPH-16 Y DE LESIONES DE

CUELLO UTERINO EN MUJERES VPH-AR POSITIVAS DEL ESTUDIO ESTAMPA,
PERIODO 2014-2019",

/ :

COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION (CEID)
Dra. Eva Nara

Coordinadora Coardinadora

Dr. Cacilio Basz ¢/ Dr, anar“;numlyov-campn Universitario UNA
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