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EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO
DETECTADO EN CUELLO UTERINO DE MUJERES INDIGENAS DEL
DEPARTAMENTO DE PRESIDENTE HAYES-PARAGUAY, PERIODO 2010/2011



Resumen

El Paraguay ocupa el séptimo lugar en incidencia de cancer de cuello uterino en las
Americas y el Caribe, siendo el virus del papiloma humano (HPV) su agente causal.
Considerando que las mujeres indigenas poseen menor acceso a sistemas de salud, inicio
temprano de relaciones sexuales, bajo nivel de educacion, caracteristicas que podrian
favorecer el desarrollo de lesiones cervicales, el objetivo del presente estudio transversal
analitico fue, determinar la frecuencia de tipos de HPV y lesiones de cuello uterino en 181
mujeres indigenas del Departamento de Presidente Hayes-Paraguay, periodo 2010/2011.
Las mujeres pertenecieron a las siguientes etnias: Maka (n=39); Nivaclé (n=18); Sanapana
(n=33); Enxet Sur (n=57) y Toba-Qom (n=34). Los tipos de HPV se detectaron por
reaccion en cadena de la polimerasa seguida de hibridacion reversa y las lesiones de cuello
uterino, por citologia. La frecuencia de HPV fue 23,2% (42/181 mujeres). En 9,4% de las
mujeres (17/181) se observo infeccion maltiple. EI HPV 16 (4,4%) fue el mas frecuente
seguido por HPV 58 (3,3%), HPV 45 (3,3%), HPV 53 (2,8%) y HPV 11 (2,8). No se
observo lesion de cuello uterino. Hubo asociacion estadisticamente significativa entre la
presencia de infeccion por HPV, un inicio temprano de relaciones sexuales (p=0,018) y un
numero de parejas sexuales mayor a 2 (p=0,028). Los datos obtenidos permitieron conocer
los tipos de HPV circulantes en la poblacion, lo cual contribuira a la vigilancia de estos post
vacunacion y a optimizar las Politicas de Salud Publica destinadas a la deteccién y

prevencion del cancer.

Palabras claves: tipificacion molecular — HPV — mujeres — poblacion indigena.



Abstract

Paraguay occupies the seventh place in the incidence of cervical cancer in the Americas and
Caribbean, being Human Papilloma Virus (HPV) the causative agent. Considering that
indigenous women show several features that are associated with the appearance of cervical
lesions, such as less access to health systems, early initiation of sexual activity and low
education level, this cross-sectional analytical study aimed to determine the frequency of
HPV types and cervical lesions in 181 indigenous women of the Department of Presidente
Hayes, Paraguay in the period 2010-2011. The women belonged to the following ethnic
groups: Maka (n=39); Nivaclé (n=18); Sanapana (n=33); South Enxet (n=57) and Toba-
Qom (n=34). HPV types were determined by polymerase chain reaction followed by
reverse line hybridization and cytology of cervical lesions. The frequency of HPV found
was 23.2% (42/181) and 9.4% of these women (17/181) showed multiple infection. HPV
16 (4.4%) was the most frequent type found, followed by HPV 58 (3.3%), HPV 45 (3.3%),
HPV 53 (2.8%) and HPV 11 (2.8). Cervical lesions were not detected but statistically
significant associations between HPV infection and early initiation of sexual intercourse (p
= 0.018) and number of sexual partners higher than 2 (p = 0.028) were found. These results
allowed the determination of HPV types circulating in this population, data that will
contribute to the post-vaccination surveillance and to optimize public health policies for

cancer detection and prevention.

Keywords: Molecular typing - HPV - women - indigenous population.



1. Introduccion



1.1 Generalidades.

En la década del 70 se iniciaron trabajos cuyos objetivos fueron establecer la relacion
entre la infeccion por el virus del papiloma humano (HPV) y el desarrollo de cancer de
cuello uterino. Meisels y Fortin en los afios 1976 y 1977 postularon que las células
coilociticas que se observaban en los frotis cervicales de las pacientes con lesiones
displasicas representaban el cambio citopatico de una infeccién por el HPV.'? La
descripcion por microscopia electrénica de la presencia de particulas virales del HPV en
células coilociticas confirmé el efecto citopético del HPV propuesto por Meisels y Fortin.®*
En el afo 1982 se publicaron los tres primeros informes sobre secuencias de HPV en
tumores humanos.”®

Actualmente, se conoce que la familia de HPV es muy heterogenea y desempefia un rol
importante en el desarrollo de tumores malignos en humanos, causando no solo cancer de
cuello uterino, sino también una proporcién sustancial de tumores malignos anogenitales,
siendo la prevalencia de HPV aproximadamente del 70% en cancer de vagina, del 40% en
cancer de vulva, del 47% en cancer de pene, del 90% en cancer de ano en mujeres y del
75% en céancer de ano en hombres.®*® Ademas, el HPV puede causar lesiones benignas en
el area anogenital como condilomas y una gran proporcion de lesiones escamosas

intraepiteliales de bajo grado (LSIL), asi como lesiones anales y orales, entre otras.**



1.2 Estructura viral, gendmica y organizacion.

El HPV es un grupo heterogéneo de virus, el genoma del mismo esta compuesto por
acido desoxirribonucleico (ADN) circular de doble hebra, cuyo tamafio es
aproximadamente de 8000 nucleotidos.

El genoma del HPV esta formado por 3 regiones:

a) URR (upstream regulatory region): es una region no codificadora que posee secuencias
que controlan la transcripcion y replicacion viral.

b) Region temprana: contiene 6 marcos de lectura abierta (Open Reading Frame-ORFs)
que son E1, E2, E4, E5, E6 y E7, las mismas estan involucradas en multiples funciones
incluyendo la activacion de la transcripcion, transformacion, replicacion y la adaptacion
viral a diferentes ambientes celulares.

c) Region tardia: contempla a dos ORFs que son L1 y L2, los cuales codifican a las
proteinas de la capside viral, las mismas forman la estructura del virion y facilitan el

empaquetamiento del ADN.*?



En la figura 1 se muestra la representacion esquematica del genoma del HPV 16.

Region conservada y expresada
en tejidos de CCU

Region en la cual
usualmente se da la
apertura durante la
integracidon

Region perdida o
no expresada en
tejidos de CCU

Figura 1.Representacion esquematica del genoma del HPV 16. (Extraido de Burk et al.,
2009, con modificaciones)
1.3 Clasificacion viral.
El HPV pertenece a la familia Papillomaviridae y se clasifica segin la homologia
de la secuencia de nucledtidos del gen L1, en género, especie, tipo, subtipo y variantes.™
Los papilomavirus se dividen en 29 géneros que contienen 189 tipos de
papilomavirus, de los cuales, 120 corresponden a tipos de HPV y 69 a tipos de papiloma
virus de animales. EI HPV se encuentra principalmente en 5 de los 29 géneros, los cuales
son: alpha, beta, gamma, nu y mu.**Lo anteriormente citado puede visualizarse en la figura

2.
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Figura 2. Arbol filogenético de los papilomavirus basado en el ORF de la region L1. Las
29 letras griegas corresponden a los géneros que incluyen 189 tipos de papilomavirus. Los
120 tipos de HPV estan comprendidos en 5 géneros, que son alpha, beta, gamma, nu 'y mu.

(Extraido de Bernard et al., 2010)
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En cada género se encuentran diferentes tipos de papilomavirus que poseen al
menos un 60% de identidad en la secuencia de nucledtidos del ORF L1." Para la
clasificacion en especies dentro de un género se tiene en cuenta una identidad entre el 60%-
70% de la secuencia de nucleétidos de la regién L1.™ Se reconoce como un nuevo tipo de
papilomavirus si el genoma del mismo ha sido completamente clonado y si la secuencia de
ADN del ORF L1 difiere en méas del 10% al ser comparado con otros tipos conocidos de
papilomavirus mas cercanos. Si hay una diferencia en esta region entre el 2%-10% se trata
de un subtipo y si la diferencia es menor a 2% se considera una variante del tipo de
papilomavirus.*®

Actualmente, se conocen mas de 100 tipos de HPV de los cuales aproximadamente
40 infectan a la mucosa anogenital.** Los tipos de HPV que infectan la mucosa anogenital
se clasifican segun su potencial oncogénico en virus de alto riesgo (HR-HPV) y de bajo
riesgo (LR-HPV). Segun el meta-analisis realizado por Mufioz et al., en el 2003 existen 15
tipos de HR-HPV: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, y 82; otros tres son
clasificados como probables HR-HPV: 26, 53, y 66 y existen 12 tipos clasificados como
LR-HPV: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54,61, 70, 72,81,y CP6108.7

Segun Bouvard et al., 2009, los tipos de HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58 y 59 son clasificados como HR-HPV, el HPV 68 es considerado probablemente
carcinogénico y los tipos de HPV 26, 30, 34, 53, 66, 67, 69, 70, 73, 82, 85 y 97 son
clasificados como posiblemente carcinogénicos.*® Los HR-HPV son detectados en més del

95% de los casos de cancer de cuello uterino.!’



1.4 Ciclo de vida del HPV.

El HPV posee tropismo por celulas epiteliales, por tanto su ciclo de vida esta
directamente relacionado con la diferenciacion de las células epiteliales. Se divide en cinco
fases: infeccion y entrada viral, mantenimiento del genoma viral, fase proliferativa, fase
de amplificacion gendmica y sintesis viral. En la figura 3 se representan las cinco fases del

ciclo de vida del HPV.

Liberacion viral
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Figura 3. Ciclo de vida del HPV. Se representa como el HPV se desenvuelve en las
diferentes capas de los epitelios cutdneos y mucosos. (Extraida de Shiffman et al., 2007,

con modificaciones).

a) Infeccion y entrada viral.

La infeccion por HPV requiere el acceso de particulas virales a las células basales,
para ello debe existir un quiebre del epitelio estratificado o bien la exposicion de la
zona de transformacion, zona en la cual hay un cambio de epitelios, del epitelio
cilindrico glandular (endocervix) al escamoso estratificado (ectocervix).**? En la figura

4 se observa la zona de transformacion.
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Figura 4. Imagen de la zona de transformacion. La flecha indica la zona de transformacion,
en la cual existe una transicion del epitelio cilindrico glandular al escamoso estratificado.
(Extraida de Shiffman et al., 2007)

b) Mantenimiento del genoma viral.

Luego de la infeccion viral, en la capa basal del epitelio, el genoma viral es mantenido
en un bajo numero de copias, de 10 a 200 copias por célula aproximadamente. Los genes
E1ly E2 se expresan a fin de mantener el ADN viral en forma episomal asi como también
para facilitar la segregacion correcta de los genomas durante la division celular.?*?? Ademés
23,24

la expresion de las proteinas virales tempranas (E6, E7, E1 y E2) es baja.

c) Fase proliferativa.

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.”® Durante la
infeccion del papilomavirus, las proteinas E7 y E6 se expresan en las células basales,
estimulando a la progresion del ciclo celular, retardando asi la diferenciacion completa del

epitelio.?® Las proteinas E6 y E7 se asocian a reguladores del ciclo celular.?’
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d) Fase de Amplificacion gendmica.

Para la produccion de viriones infecciosos, el genoma de los papilomavirus debe ser
amplificado y posteriormente empaquetado, esto normalmente ocurre en las capas
epiteliales media o superior. Mediante un promotor tardio que se encuentra en el ORF E7,
aumenta la expresion de las proteinas E1, E2, E4 y E5, estando implicadas en la replicacion
viral.®
e) Sintesis Viral.

Una vez que la amplificacion del genoma viral se ha completado los papilomavirus
codifican dos proteinas estructurales, las cuales son expresadas en las capas superiores del
tejido infectado.” Las proteinas estructurales L2 (proteina de la capside menor) y L1
(proteina de la capside mayor) se producen en células que expresan E4, permitiendo el
ensamblaje de las particulas infecciosas.* Los papilomavirus no producen lisis en la célula

infectada, y no se liberan al exterior hasta que las mismas lleguen a la superficie epitelial.*
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1.5 Historia natural de la infeccion por HPV en el cuello uterino.
El cancer de cuello uterino se desarrolla en 4 etapas: transmision del HPV, persistencia
viral, progresion a lesiones pre-neoplasicas y desarrollo de cancer invasor. En la figura 5 se

observan las diferentes etapas para el desarrollo del cancer de cuello uterino.

Adquisicién Progresion
: — o m—) Lesion ;
Cuello uterino normal _Infeccmn por HPV e preneoplascia Cancer
Eliminacion Rqueswn

Figura 5. Historia natural de la infeccion por HPV en el cuello uterino. Se presentan los
estadios previos como también el cancer de cuello uterino invasor. (Extraido de Schiffman
et al., 2007, con modificaciones)

a) Transmisién del HPV.

Para la trasmision e infeccion por HPV debe haber contacto piel a piel, piel a mucosa o
mucosa a mucosa. La probabilidad de infeccién durante el acto sexual es alta.** Las
particulas virales infectan a las células basales a través de pequefias lesiones en la mucosa.
Durante el acto sexual no es necesaria la penetracion para la transmision del HPV. Una
infeccién por HPV originada en el introito puede ser transferida al cuello uterino.**** La
|.35

mayoria de las mujeres se infectan con al menos un tipo de HPV durante su vida sexua

En el estudio realizado por Woodman et al., 2001, en el cual incluyeron mujeres inglesas de
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15-19 afios de edad que hayan iniciado recientemente sus relaciones sexuales, observaron
que la incidencia acumulativa de infeccion por HPV en tres afios fue del 44% y en 5 afios
del 60%.%°

b) Persistencia viral.

La mayoria de las mujeres con infeccion por HPV eliminan la misma en un promedio
de 1-2 afios a través de la inmunidad mediada por células.®’ Por otro lado, si la infeccién
por un mismo tipo de HPV no es resuelta en un periodo de 1-2 afios se considera como
persistencia viral. La infeccion por el mismo tipo de HPV puede reaparecer, ain no se sabe
si las infecciones se resuelven completamente o si el virus permanece en un estado latente.
La aparicion de muchas infecciones por HPV en individuos positivos para el virus de
inmunodeficiencia humana (HIV) sugiere que la latencia viral es posible.®*°

La probabilidad de desarrollar lesiones pre-neoplasicas aumenta con una infeccion
persistente por HR-HPV.*® El tipo de HPV infectante determina la probabilidad de
desarrollar lesiones. Segun el estudio desarrollado por Kjaer et al., 2010 la probabilidad de
desarrollar neoplasia intraepitelial cervical de grado Il (CIN I1) o cancer de cuello uterino
es del 26,7% en mujeres con infeccion persistente por HPV 16, del 19,1% en mujeres con
infeccion persistente por HPV 18 (19,1%), 14,3% HPV 31, 14,9% HPV 33 y 6% en

mujeres con infeccion persistente por otros tipos de HR-HPV diferentes a los anteriormente

citados.*!

14



c) Progresidn a lesiones pre-neoplasicas.

El diagndstico de neoplasia intraepitelial cervical (CIN) de grado I (CIN I) es un signo
histopatolégico de la infeccion por HPV. Mujeres con este tipo de lesiones presentan un
menor riesgo de progresion a cancer cervical. ** En el estudio realizado por Petrorius et 4l.,
2006 observaron que el 1,9% de mujeres con lesiones de CIN I o0 menos, desarrollaron CIN
I11 o cancer en un periodo de 26 meses. Cabe destacar que, el porcentaje de mujeres que
desarrollaron cancer o CIN Ill fue mayor en mujeres positivas para HR-HPV (2,3%) en
comparacién a mujeres que fueron negativas para HR-HPV (0,4%). *® Por otro lado, la
neoplasia intraepitelial cervical de grado Il (CIN II) es heterogénea: a veces es producida
por tipos de HPV no carcinogénicos y por tanto poseen menor potencial de desarrollo de
cancer de cuello uterino. Sélo el 5% de mujeres con un diagndstico de CIN Il desarrollan
cancer invasivo.***> En CIN 1l las células displasicas abarcan casi todo el espesor del
epitelio escamoso estratificado del cuello uterino.*® Cabe destacar que, aproximadamente el
12% de muijeres con un diagndstico de CIN 111 progresan a cancer invasivo.**

d) Desarrollo de cancer invasor.

La edad promedio en que las mujeres desarrollan cancer de cuello uterino es mas
temprana que otros canceres en adultos, teniendo un pico entre los 35 a 55 afos de edad.
Esto se debe a que el cancer de cuello uterino se origina a partir de infecciones por HPV,
las cuales se transmiten sexualmente, pudiendo adquirirse en la adolescencia tardia o en la
adultez temprana.*’ Se estima que el 20-30 % de las mujeres con lesiones pre-neoplésicas
poseen riesgo de desarrollar cancer invasor dentro de un periodo de tiempo de 5 a 10

afios. 849
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1.6 Factores de riesgo asociados al cancer de cuello uterino.

El riesgo de desarrollo de cancer de cuello uterino depende de: el tipo de HPV
infectante, carga viral e integracion del genoma viral al genoma del huésped, lo cual es
caracteristico de los HPV oncogénicos. Ademas existen otros factores que predisponen a la
mujer a desarrollar cancer de cuello uterino, como el nimero de parejas sexuales, la edad
de inicio de relaciones sexuales, el uso prolongado de anticonceptivos hormonales, la alta
paridad, el tabaquismo, la co-infeccion con otras enfermedades de transmision sexual y la
inmunosupresion.®

A continuacion se describen algunos factores que predisponen al desarrollo de
cancer uterino:

Tipo de HPV infectante: EI HPV 16 es muy cancerigeno, estimandose una

probabilidad del 40% en desarrollar lesiones precancerosas en mujeres que presentan
infeccion persistente por este tipo de HPV.>*2

Numero de parejas sexuales: A mayor nimero de parejas sexuales es mayor la

probabilidad de adquirir la infeccion por HPV.>

Edad de inicio de relaciones sexuales: Al iniciar las relaciones sexuales a temprana
edad la probabilidad del desarrollo de CIN 111 aumenta.>®

Uso prolongado de anticonceptivos hormonales: la probabilidad de desarrollar

cancer de cuello uterino se duplica en mujeres que usan anticonceptivos hormonales por 10
0 méas afios en comparacién a mujeres que no lo utilizan.* Una hipétesis es que los
estrégenos o progestagenos aumentan la expresion génica del HPV en el cuello uterino a
través de receptores de progesterona y elementos de respuesta a hormonas en el genoma

viral
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Alta paridad: A mayor paridad mayor es el riesgo de desarrollar cancer de cuello
uterino, en cada embarazo la zona de transformacion queda expuesta aumentando asi la
exposicion al HPV. Otra hipotesis es que puede deberse a factores hormonales durante el
embarazo.®

Tabaquismo: Probablemente existe una reduccion de la respuesta inmune en el
cuello uterino debido a que el tabaco puede afectar al metabolismo de las hormonas
femeninas o bien produce un dafio directo, ya que el mismo es carcinogénico.*

Co-infeccion con otras enfermedades de transmision sexual: se ha mostrado que el

virus de herpes simple tipo 2 (HVS-2), Chlamydia trachomatis (CT) y el HIV predisponen
al desarrollo de cancer de cuello uterino. La infeccion por HVS-2 y CT genera una
respuesta inflamatoria, lo cual se asocia a la generacion de radicales libres produciendo una
inestabilidad genética. Por otro lado la infeccidn por HIV esta relacionada con un estado de

inmunosupresion, lo cual predispone al desarrollo de cancer de cuello uterino.®
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1.7 Prevencion y control.

Prevencion Primaria.

La primera vacuna producida y aprobada por la Food and Drug Administration
(FDA) y por la Agencia Europea de Medicamentos (EMEA) fue la vacuna tetravalente,
fabricada por Merck & Co., (Gardasil ®), la misma estd compuesta por virus likes
particles-VLP, VLPs de la region L1 del HPV-6, HPV-11, HPV-16, y HPV 18, utilizando
como adyuvante aluminio amorfo. La vacuna es aplicada en 3 dosis en los meses 0, 2, 6.
Estudios de eficacia de 3 afios, demuestran que la vacuna tetravalente, en mujeres entre 16-
26 anos, brinda una proteccion del 98% contra el desarrollo de CIN 11/111 0 adenocarcinoma
in situ relacionada al HPV-16 y HPV-18. Por otro lado, la proteccion contra verrugas
genitales es mayor al 95%.%°

La vacuna bivalente fabricada por GlaxoSmithKline Biologicals (Cervarix ®) fue
aprobada por la EMEA para su utilizacion en paises Europeos y posteriormente por la
FDA, la misma contiene los VLPs de la region L1 del HPV-16 y HPV-18; y como
adyuvante AS04, compuesto por hidroxido de aluminio y la molécula inmunoestimuladora
lipido A monofosforilado. La vacuna es aplicada en 3 dosis en los meses 0, 1, 6. La
evaluacion de la vacuna bivalente se realizO mediante un ensayo clinico de 7,3 afios de
seguimiento a mujeres de 15-25 afios, demostrando que la misma es altamente
inmunogénica y confiere una proteccion del 100% contra infecciones persistentes y
lesiones de cuello uterino (CIN 11+) asociadas al HPV-16 y HPV -18.°’

La vacunacién contra el HPV es recomendable en nifias que ain no han iniciado las
relaciones sexuales, basado en que existe un mayor beneficio en la profilaxis.”® EI Comité

Asesor sobre Practicas de Inmunizacion del CDC (Center of Disease Control and
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Prevention) recomienda la vacunacion sistematica de nifias de 11-12 afios de edad, con
permiso para la vacunacion en nifias de 9 afios de edad.>*®® Con la introduccién de la
vacuna contra el HPV, en forma masiva en la poblacion, los casos de cancer de cuello
uterino disminuiran considerablemente, en aproximadamente el 70%.

Prevencion Secundaria.

Existen dos tipos de métodos de diagndsticos para la prevencion del cancer de
cuello uterino, estan los métodos convencionales y los métodos moleculares.

Métodos convencionales.

Uno de los métodos maés utilizados es el diagnostico citologico, también conocido
como Papanicolaou (PAP). A pesar de su historial, la citologia tiene limitaciones
importantes. Se basa en la interpretacion de alteraciones morfoldgicas de las células
presentes en muestras cervicales. La calidad en que se realiza la toma de muestra y el
extendido es importante para el analisis.

La citologia posee una sensibilidad promedio del 53% en la deteccion de la
neoplasia intraepitelial cervical de alto grado (CIN 1I+) y la especificidad promedio es del
97%. La sensibilidad del PAP varia aproximadamente entre el 30% a 75%.

La colposcopia es un examen visual del cuello uterino, la misma es realizada por un
médico o colposcopista calificado, permite el diagndstico y tratamiento de la neoplasia
intraepitelial cervical. Revisiones recientes han encontrado que la sensibilidad de la
colposcopia y la biopsia dirigida es de 50-65% para lesiones de CIN 111 a més.®?

Ademas otra metodologia utilizada para la deteccion de lesiones precancerosas y
cancerosas es la inspeccion visual al acido acético, la sensibilidad de la misma varia de

49% a 96% en la deteccion de lesiones CIN I+ y cancer invasor del cuello uterino, siendo
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la especificidad del 49% al 98%, la misma estd orientado a zonas rurales que no poseen
acceso al sistema de salud, el objetivo de la metodologia es identificar lesiones y
63,64

tratarlas.

Métodos Moleculares.

En comparacion a los métodos convencionales, los moleculares detectan la
presencia del HPV inclusive antes de que existan alteraciones morfologicas en las células
cervicales.

Entre los métodos moleculares se encuentran:

Hibridacion in situ.

Este método se basa en el uso de sondas marcadas, las cuales se hibridan
especificamente al ADN-HPV de las muestras, las cuales pueden ser cortes histologicos o
extendidos citoldgicos, emitiendo una sefial, que es detectada, interpretandose asi como
positiva la reaccion. Desafortunadamente, estos ensayos son moderadamente sensibles,
dando una reaccion positiva en presencia de un numero mayor a 25 copias de ADN de HPV
por ceélulas. Las lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (HSIL) a menudo
presentan cantidades menores de ADN de HPV, pudiendo obtenerse falsos negativos.®

Captura Hibrida Il.

El sistema Captura Hibrida Il es un método de amplificacion de sefial basado en la
hibridacidn, en solucion, del ADN del HPV con sondas ARN marcadas. Los hibridos ARN-
ADN son capturados en pocillos de microtitulacion y se detectan mediante anticuerpos
monoclonales y un sustrato quimioluminiscente, lo cual proporciona una medida semi-
cuantitativa del ADN del HPV. Esta prueba utiliza la amplificacion de sefial y a su vez

detecta una menor cantidad de ADN HPV que los métodos directos, como el de hibridacion
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in situ.®®®” Los resultados se expresan como la relacién entre las unidades relativas de luz
emitida por la muestra y la media del control positivo. La sensibilidad clinica de la captura
hibrida Il para detectar CIN 1I-111, es superior al 90%, y la prueba posee una especificidad
superior al 90% en mujeres mayores a 35 afios de edad.®*®

Métodos de amplificacion de acido nucleico.

En estos ensayos, la cantidad inicial de ADN del HPV se amplifica y los productos
de amplificacién son los detectados, pudiendo detectarse de 1-10 copias de ADN del
HPV.%

Una de las técnicas mas utilizadas para la amplificacion del ADN del HPV es la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la misma es una herramienta atil en la
investigacion epidemiologica de la infeccion por HPV o del cancer de cuello uterino. La
tipificacion del HPV se realiza por hibridacion con sondas de oligonucleotidos tipo
especificas, utilizacién de enzimas de restriccion o por secuenciacién del ADN.%

La tipificacion del HPV permite estimar el riesgo de desarrollar lesiones de alto
grado en cuello uterino, evaluar la prevalencia del tipo especifico de HPV vy la distribucion
geografica de los genotipos, asi como también controlar si una infeccion persistente por
HPV se debe a un sélo tipo de HPV y a su vez se pueden estudiar infecciones multiples.
Por otro lado permite el monitoreo de la infeccion por HPV en ensayos clinicos sobre
tratamientos quirargicos, la evaluacion de duracion de la proteccion en las poblaciones

vacunadas.®
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1.8 Epidemiologia del cancer de cuello uterino y tipos de HPV.

El cancer de cuello uterino es el tercer cancer mas frecuente en mujeres en el
mundo, con 529.828 nuevos y 275.128 muertes por afio, de las cuales 31.712 se dieron en
Latino América y el Caribe. EI 85% de los casos nuevos ocurre en paises en vias de
desarrollo. La tasa de incidencia estandarizada por edad en América del Sur es de 24,1 x
100.000 mujeres.™

Prevalencia vy distribucién de tipos de HPV.

La prevalencia de infeccion por HPV asi como también la distribucion de tipos
virales varian segun la region geografica y severidad de la lesion del cuello uterino.
Teniendo en cuenta la poblacidn general de mujeres con citologia normal, la prevalencia de
HPV, es mayor en paises en vias de desarrollo (15,5%) que en paises desarrollados (10%).
La region con mayor prevalencia de infeccion por HPV es Africa (23%) y con la menor es
Europa (7%).”* Segin el grado de severidad de la lesién, en mujeres con HSIL la
prevalencia es de 85% y en mujeres con cancer de cuello uterino es de més del 90%.'>"
En mujeres con citologia normal estudios realizados mundialmente detectan que el HPV 16
es el tipo mas frecuente. Sin embargo, a partir del segundo lugar en frecuencia se observan
variaciones geograficas, siendo en América del Sur el segundo tipo mas frecuente el HPV
58 y en América Central el HPV 31y el HPV 18.”* Por otro lado, en mujeres con cancer de
cuello uterino invasivo el HPV 16 y 18 son los mas frecuentes a nivel mundial,
detectandose aproximadamente en el 71% de los casos, seguido del HPV 45 en las

Américas, Africa y Asia; y HPV 33 en Europa.”
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1.9 Céancer de cuello uterino y distribucion de tipos de HPV en Paraguay.

En Paraguay la tasa de incidencia y mortalidad, en el 2008, fue de 35,0 y 16,6 x
100.000 mujeres respectivamente. Esta tasa fue superior a las registradas en los paises
vecinos como Argentina, Brasil, Uruguay y Chile, siendo el doble de las registradas en
Argentina, cuya tasa de incidencia y mortalidad fue de 17,5 y 7,4 x 100.000 mujeres
respectivamente.”

Existen trabajos de tipificacion de HPV realizados en muestras de cancer de cuello
uterino invasivo; asi Kasamatsu et al., 2012, en 316 casos positivos para HPV, observo que
el tipo viral mas frecuente fue el HPV 16 (64,6%) seguido por el HPV 18 (8,5%) y en tercer
lugar el HPV 45 (5,4%). Por otro lado, Rolon et al., 2000, observaron que de 109 casos
positivos para HPV, el més frecuente fue el HPV 16 (49,5%), seguido del HPV 18 (10,1%),
HPV 33 (4,6%), ocupando el HPV 45 y HPV 31 el cuarto lugar con una frecuencia de 3,7%
cada uno.”"

En el pais aun existen pocos trabajos con respecto a la frecuencia y distribucion de
tipos de HPV en mujeres con o sin lesiones precursoras de cancer. En el estudio realizado
por Mendoza et al, 2011, observaron resultados positivos para HPV en 43 de 207 (21%)
mujeres sin lesion escamosa intraepitelial (NSIL), en 130 de 164 (80%) mujeres con LSIL,
enel 96 % (71/74) de las mujeres con HSIL, y en el 100% (41/41) de las mujeres con
cancer de cuello uterino. En todos los casos el HPV 16 fue el tipo viral mas frecuente,
seguido por el HPV 58 y HPV 31 en mujeres con NSIL, y en mujeres con cancer por el

HPV 18 (14,6%) y HPV 45 (12.2%)."
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1.10 Poblacion indigena.

La poblaciéon indigena en nuestro pais se clasifica en 5 familias linglisticas
(Guarani, Lengua Maskoy, Mataco Mataguayo, Zamuco y Guaicuru) y a la vez en 20
diferentes etnias.”’

Segun los resultados del 11 Censo Nacional Indigena de poblacion y viviendas del
afio 2002, la poblacién indigena asciende a aproximadamente 87. 099 personas,
representando al 1,7% de la poblacidon total del pais. Mas de la mitad (50,7%) reside en la
region Oriental y el resto (49,3%) en la region Occidental, encontrandose el 91,5% de los
indigenas en areas rurales. Ademas, el 23% (19.751 indigenas) de la poblacion total de
indigenas reside en el Departamento de Presidente Hayes y el 23% (19.754 indigenas) en el
Departamento de Boquerdn, considerandose estos los departamentos con mayor poblacion
indigena.”” En relacién a la distribucién por sexo se observa una similar proporcién de
hombres y mujeres en la poblacién; siendo el 51,7% hombres y 48,3% mujeres.’’

Entre las poblaciones étnicas del Paraguay, la poblacion indigena es la que posee
menor acceso a sistemas de salud, aproximadamente el 88% de esta poblacion no cuenta
con seguro médico. Solo 1,4% de los hogares indigenas posee acceso al agua procedente de
ESSAP/SENASA, mientras que la Red Comunitaria provee agua a 4,5% de los hogares. La
gran mayoria (37,8%) sélo tiene acceso a tajamar o rio."

En relacion a las caracteristicas del mercado laboral el 52% de la poblacién de 10 o
mas afios posee alguna actividad econdmica, siendo este porcentaje superior en la
poblacion masculina respecto a la femenina (71% versus 34%). El ingreso promedio

mensual de los asalariados es aproximadamente de 778 mil guaranies.”
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Con respecto a los factores de riesgo asociados al desarrollo de cancer de cuello
uterino, en la poblacion indigena se observa, una alta tasa de fecundidad, de 6,3
hijos/mujer, un bajo nivel de educacién (promedio de afios de estudio de 2,2afios), siendo
analfabeta el 38,9% de la poblacion mayor a 14 afios de edad. Ademas, las mujeres poseen
un inicio temprano de relaciones sexuales, entre otras précticas de riesgo.””"

Estudios realizados en Argentina en mujeres indigenas revelan una elevada
frecuencia de infeccion por HPV como también elevada presencia de factores de riesgo de
cancer de cuello uterino.®®* Tonnon et &l., 2004, observé una frecuencia de infeccién por
HPV del 64% (133/207) en mujeres guaranies de la selva de Misiones-Argentina, siendo
HPV 16 el tipo mas frecuente (30,8%) seguido por HPV 6 (12,0%). Ademas, observo la
presencia de factores de riesgo como; iniciacion temprana de relaciones sexuales (13 afios),
edad temprana del primer embarazo (15 afos), 87% de analfabetismo y 80% de poligamia,
entre otros.® El estudio de Picconi et &l, 2002, realizado en mujeres quechuas jujefias
reveld un 76% (193/254) de infeccion por HPV siendo el HPV 16 el tipo mas frecuente
seguido por el HPV11 y el HPV 6, y otros factores de riesgo como el elevado nimero de
embarazos.®

En Paraguay aun no existen trabajos en la poblacion indigena relacionados a HPV y
considerando que puede existir una variacion en la frecuencia y distribucion de tipos de

HPV, es de suma importancia que cada pais y grupo étnico cuente con resultados de

tipificacion.
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2. Objetivos



2.1) Objetivo general.

Determinar la frecuencia de tipos de HPV y lesiones de cuello uterino en mujeres
indigenas del Departamento de Presidente Hayes-Paraguay, periodo 2010/2011.
2.2) Objetivos especificos.

a) Describir las caracteristicas socio-demograficas y antecedentes ginecologicos de las
mujeres indigenas de diferentes comunidades del Departamento de Presidente
Hayes-Paraguay.

b) Detectar la presencia del genoma de HPV por PCR utilizando primers consensus
MY 09/11.

c) Determinar los tipos de HPV por RLB utilizando primers consensus PG MY 09/11.

d) Detectar la presencia de lesiones escamosas intraepiteliales de cuello uterino por
diagnostico citologico-PAP.

e) Determinar la posible asociacion entre las caracteristicas socio-demograficas,

antecedentes ginecoldgicos y la frecuencia de HPV
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3.Materiales y Métodos



3.1 Disefio del estudio.

En el presente estudio transversal analitico, se incluyeron 195 mujeres indigenas de
diferentes comunidades del Dpto. de Presidente Hayes, con actividad sexual iniciada, no
embarazadas, sin enfermedades mentales y sin tratamientos con medicamentos (évulos) o
quirargicos (LEEP, cono, histerectomia, u otros) durante el periodo del estudio, el cual va
de octubre del 2010 a noviembre del 2011.

En relacion a la etnia de las 195 mujeres incluidas, 39 pertenecieron a la etnia Maka;
18 a la etnia Nivaclé, 33 a la etnia Sanapana; 65 a la etnia Enxet Sur; y finalmente 40 a la
etnia Toba-Qom. Las comunidades incluidas en el estudio se encontraron a una distancia
de 30 a 434 km de Asuncion (Tabla 1). La ubicacion de las comunidades indigenas a las
que pertenecieron las mujeres incluidas en el estudio es presentada en la figura 6.

Tabla 1. Distribucion de las 195 mujeres indigenas participantes del Departamento de
Presidente Hayes, segln etnia y comunidades.

Etnia Comunidades N° de mujeres Porcentaje de cobertura Distancia aproximada

incluidas de la poblacién total* de Asuncién (Km)
Maka® Quemkuket 39 42 30
Nivacler ~ complejo 18 14 434
Novoktas
b Complejo
Sanapanéa Laguna Pato 33 53 340
Nforﬁp'ejo 42 16 300
Enxet Sur” axnawaya
Espinillo 13 21 300
Pozo Colorado 10 ** 270
TobaQome o Verde 40 22 50
Toba Qom

*Poblacion de mujeres mayor o igual a 13 afos.

** No se encontraron datos de la poblacion total de mujeres mayor o igual a 13 afos.
% Familia linguistica Mataco Mataguayo

® Familia lingtifstica Lengua Maskoy

¢ Familia linguistica Guaicuru
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Figura 6. Mapa de ubicacién de las comunidades indigenas. En circulos se enmarcan las que fueron incluidas en el estudio.
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Para el célculo del tamafio de muestra se considerd las frecuencias de HPV
observadas en mujeres indigenas de estudios de la Argentina.?*®* El promedio de
proporcion esperada utilizado fue de 0,70, teniendo en cuenta una amplitud del 0,15 y un
intervalo de confianza (IC) del 95%. El tamafio de muestra minimo requerido fue de 143
mujeres indigenas. Ademas, para el presente trabajo se considerd un aumento del 20%, lo

cual correspondi6 a un tamafio de muestra de 172 mujeres indigenas.®

3.2 Asuntos Eticos.

Previo a la toma de muestra, se obtuvo un consentimiento firmado por las mujeres
participantes del estudio, el cual fue presentado en el protocolo aprobado (P11/2010) por el
Comité de Etica del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud de la Universidad
Nacional de Asuncion (IICS-UNA). En el caso de mujeres indigenas que no hablaban
espafol ni guarani, el consentimiento fue traducido a su lengua por un integrante de la
comunidad, explicandoles los riesgos y beneficios de participar en el estudio. En caso de
tratarse de una menor de edad, el consentimiento fue firmado por el responsable de la
misma. Los riesgos fueron reducidos al minimo ya que la toma del material bioldgico fue
realizada por profesionales capacitados incluyendo médicos, enfermeras y bioquimicas.
Las mujeres participantes se realizaron gratuitamente en el marco del presente trabajo un
estudio citolégico (PAP) y uno de deteccion de ADN-HPV. Los resultados de PAP y de
deteccion de ADN-HPV fueron entregados a las mujeres y al Hospital Regional de Villa

Hayes para el seguimiento y tratamiento.

31



Por altimo a todas las mujeres participantes se les realizé un cuestionario (Anexo), a
fin de obtener datos socio-demograficos y antecedentes ginecoldgicos. Todos los datos

colectados se procesaron respetando la confidencialidad.

3.3 Deteccion y tipificacion de HPV por métodos moleculares.

a) Extraccion del ADN de muestras cervicales - Digestion con Proteinasa K.

La muestra cervical fue obtenida utilizando un cepillo citobrusch, el cual fue
introducido en un tubo con solucién de transporte (Kit colector de muestra cervical Digene,
USA). Las muestras fueron transportadas en hielo hasta el IICS-UNA vy alli fueron
almacenadas a -70°C hasta su procesamiento.

La extraccion del ADN se realizd utilizando 500 uL de la muestra, la misma se
centrifugo y se lavd con solucion fisioldgica, obteniéndose un pellet celular, el cual fue
resuspendido con buffer de digestion que poseia 150 ug/mL de proteinasa K (Promega,
USA), 10mM de buffer Tris pH=8,3, 0,45% de Tween 20 y 0,45% de Igepal CA-630. Se
incubd por 1 h a 56 °C; luego la enzima se inactivdé a 95 °C durante 30 min y el digesto
crudo fue utilizado como fuente de ADN templado.®

El digesto obtenido fue almacenado a -70°C hasta su procesamiento

b) Deteccién del genoma de HPV por PCR con primers consensus MY 09/11.

A las 195 muestras se les realizé una PCR para la deteccion del genoma de HPV
utilizando un volumen final de 10 ul, conteniendo; 10 mM Tris-HCI pH 8,3, 50 mM KCl,
2,5 mM MgCI2, 0,24 mM de cada dNTP (Invitrogen, USA), 0,04 unidades/ul de Tag DNA
polimerasa (SBS, China), 1uM de primers MY09 y MY11 y 5 ul del digesto obtenido

(dilucion 1/10). La amplificacion del DNA se realizé en un termociclador (MJ Research
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PTC-100, USA) incluyendo un primer paso de desnaturalizacién a 94 °C por 4min, seguido
de 35 ciclos de 94°C por 60s, 52°C por 60s y 72°C por 60s y una extension final de 72°C
por 5min.®

Cabe destacar que, se siguié el protocolo estandarizado por el Servicio de Virus
Oncogénicos del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI)-ANLIS “Dr.
Carlos Malbran”-Argentina, el cual es el Laboratorio de Referencia Regional de las
Américas en lo que respecta a HPV.® A continuacién se detallan las secuencias de los
primers consensus MY 09/11.

MY09 5 -CGTCC(AC)A(AG)(AG)GGA(AT)ACTGATC-3"(Reverse)
MY1l 5-GC(AC)CAGGG(AT)CATAA(CT)AATGG-3'(Forward)

Mediante la utilizacion de este par de primers se obtuvo la amplificacion parcial del
gel L1, obteniéndose un amplicon de 450pb aproximadamente, el cual fue visualizado
mediante una corrida electroforética en gel de poliacrilamida al 7% y posterior tincion con
nitrato de plata.®® En cada corrida electroforética fue utilizado un marcador de peso
molecular phiX174 DNA/Haelll (Invitrogen, USA). A fin de verificar la calidad del ADN
extraido, todas las muestras fueron amplificadas por PCR utilizando primers especificos
para el gen de la B-globina humana (PCO4 y GH?20), siguiendo el protocolo sugerido por

Wanderlei-Silva et al., 2005.%"
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c) Tipificaciéon de HPV utilizando primers consensus PGMY09/11 biot seguida de

hibridacién lineal reversa (RLB)-PCR CHUV.

La PCR PGMY09/11biot seguida de RLB se llevo a cabo en el servicio de Virus
Oncogénicos del INEI-ANLIS “Dr. Carlos Malbran” siguiendo la metodologia descripta en
la primera edicion (2009) del manual de laboratorio del HPV redactado por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS).%

Cabe destacar que, el laboratorio del Servicio de Virus Oncogénicos del INEI-
ANLIS “Dr. Carlos Malbran” forma parte de la Red Mundial de Laboratorios de HPV
(HPV LabNet OMS). La red de laboratorios se ha establecido mediante la seleccion de
laboratorios de todo el mundo a fin de apoyar la introduccion de las vacunas contra el HPV,
la vigilancia de la enfermedad y la infeccion por HPV. Hasta la fecha, esta red tiene dos
laboratorios de referencias mundiales (Suecia y EE.UU.) y 8 laboratorios de referencias
regionales (Australia Argentina, India, Japon, Sudéfrica, Suiza, Tailandia y Tunez). Se trata
de una iniciativa establecida por la OMS a fin de estandarizar las metodologias de
deteccion de HPV, logrando asi que los resultados internacionales sean comparables,
pudiendo también aplicarse un control de calidad en los laboratorios de HPV. Los
miembros de esta red deben participar anualmente de la evaluacién de tipificacion de HPV
ofrecida por la OMS, a fin de determinar la aptitud del laboratorio. Se les pide realizar la
tipificacion de HPV en 43 muestras del panel de control utilizando uno o més de los
ensayos habituales. El laboratorio argentino ha participado en estos paneles de control de

calidad desde 2009 y fue considerado competente. %%
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Las muestras cervicales positivas para el gen de la B-globina humana fueron
procesadas por PCR PGMY09/11biot seguida de RLB.

La PCR CHUV mejora la deteccion de HPV e infecciones multiples, pudiendo
discriminar los diferentes tipos de HPV en infecciones multiples con méas de tres tipos
virales.®* La misma amplifica un fragmento de aproximadamente 450pb del gen L1 del
HPV. Los productos de la PCR pueden ser tipificados por RLB gracias a que el mix de
primers PGMY11 se encuentra biotinilado en el extremo 5. El ensayo permite la
tipificacion de 43 muestras por vez, pudiendo identificarse hasta 37 tipos diferentes de
HPV, tales como HPV 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 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 utilizaciéon de
oligosondas tipo-especificas.

El volumen final es de 50uL conteniendo; 10 mM Tris-HCI pH 8,3, 50 mM KCI, 3
mM MgCI2, 0,2 mM de cada dNTP, 0,025 unidades/ul de Tag DNA polimerasa
(Fermentas, USA), 80nM del mix de primers PGMYQ09, 80nm del mix de primers
PGMY1lbiot y 5 ul de ADN extraido. La amplificacion del ADN se realizd en un
termociclador (Bio-Rad, USA) incluyendo un primer paso de desnaturalizacion a 95°C por
9min, seguido de 45 ciclos de 95°C por 30s, 55°C por 1min 30s y 72°C por 2min y una
extension final de 72°C por 5min.®

Los productos de amplificacién fueron guardados en un freezer a -20°C hasta la

tipificacion por RLB.
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Primers utilizados en la PCR CHUV:

Primers Secuencia nucleotidica (5’--> 3”)
PGMY11-A-bio [GCACAGGGACATAACAATGG
PGMY11-B-bio [GCGCAGGGCCACAATAATGG
PGMY11-C-bio [GCACAGGGACATAATAATGG
PGMY11-D-bio [GCCCAGGGCCACAACAATGG
PGMY11-E-bio [GCTCAGGGTTTAAACAATGG
PGMY09-F CGTCCCAAAGGAAACTGATC
PGMY09-G CGACCTAAAGGAAACTGATC
PGMYO09-H CGTCCAAAAGGAAACTGATC
PGMY09-I GCCAAGGGGAAACTGATC
PGMY09-J CGTCCCAAAGGATACTGATC
PGMY09-K CGTCCAAGGGGATACTGATC
PGMY09-L CGACCTAAAGGGAATTGATC
PGMY09-M CGACCTAGTGGAAATTGATC
PGMY09-N CGACCAAGGGGATATTGATC
PGMY09-P GCCCAACGGAAACTGATC
PGMY09-Q CGACCCAAGGGAAACTGGTC
PGMY09-R CGTCCTAAAGGAAACTGGTC
HMBO01 GCGACCCAATGCAAATTGGT

Tabla 2. Primers PGMY09/11biot y sus respectivas secuencias

Tipificacion por RLB.

La misma consta de 3 pasos:

Preparacion de la membrana: Las oligosondas se unen covalentemente a la

membrana. Las oligosondas utilizadas fueron para la deteccion de los tipos de HPV:
6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57b, 58,
59a, 59b, 66, 68, 69, 70, 73, 82, 83 y 84.

Hibridacién reversa en linea: El producto de amplificacion es puesto en contacto

con las diferentes oligosondas tipo-especificas.

Deteccidn de la Hibridacién: En una placa radiografica se observan los resultados

de la deteccion y tipificacion del HPV en las diferentes muestras cervicales.
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e Regeneracién de la membrana: El producto de PCR hibridado puede ser disociado

de la membrana, pudiendo ser utilizada para una nueva hibridacién.

Para la tipificacion de HPV , se consider6 como HR-HPV al HPV 16, 18, 26, 30,
31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 67, 68, 69, 70, 73y 82 y como LR-
HPV al HPV 6, 11, 44, 54, 83,y 84, segun la bibliografia de de Villiers et &l., 2004.
Cabe destacar que, algunos de los tipos de HPV (26, 53 y 66) clasificados como HR-
HPV son considerados de probable alto riesgo desde el punto de vista epidemioldgico,
dada su baja prevalencia en cancer de cuello uterino, sin embargo segun de Villiers et

al., 2004 son taxonémicamente considerados como HR-HPV. >

d) Secuenciacion de tipos de HPV indeterminados.

Se realizd una amplificacion utilizando primers MY09/11. El producto amplificado de
450pb, se purifico siguiendo las instrucciones detalladas del kit AxyPrep DNA Gel
Extraction (Axygen Biosciences, USA).

La reaccion de secuenciacion fue realizada con el kit ABlI PRISM BigDye Teminator
v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, USA), siguiendo el protocolo recomendado
por el fabricante. Posterior a la reaccion de secuenciacion el producto de ADN marcado fue
secuenciado utilizando el secuenciador automatico (ABI PRISM® 3500 DNA Sequencer,
Applied Biosystems, USA).

Las secuencias de nucleétidos fueron analizadas y editadas con el software v7.0.7.0 de
BioEdit.” Las secuencias obtenidas se compararon por Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) con las secuencias de nucletticos del gen L1 del HPV existentes en la base de

datos del Gen Bank del NCBI.%
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3.4 Deteccion de lesion de cuello uterino por citologia.

El material de cuello uterino fue tomado por una profesional ginecéloga, quien realizé
el extendido cervical en una lamina esmerilada correctamente identificada, la cual fue
remitida al 1ICS, UNA. La interpretacion de los hallazgos fue realizada por un especialista
en citologia ginecoldgica. Los resultados se informaron siguiendo el Sistema Bethesda
2001, como NSIL, LSIL (incluye CIN | y/o HPV), HSIL (incluye CIN 11, CIN IlI) o cancer

de cuello uterino infiltrante. %

3.5 Andlisis estadistico.

El analisis de los datos se realizO empleando procedimientos de estadistica
descriptiva y analitica utilizando el programa (CDC, Atlanta) Epi Info versién 3.5.3. Para
determinar la frecuencia de tipos de HPV en la poblacion se tuvo en cuenta tanto las
infecciones simples y multiples. Para estimar la posible asociacion entre las caracteristicas
socio-demograficas y antecedentes ginecoldgicos con la presencia de infeccion por HPV,
fue utilizado el test de Chi cuadrado, considerandose estadisticamente significativa los
valores de p<0,05. Las variables cuantitativas (edad, edad de inicio de relaciones sexuales,
namero de parejas sexuales, nimero de embarazos) fueron convertidas a variables
dicotdmicas a fin de realizar el analisis por el Test de Chi cuadrado. El punto de corte fue
seleccionado en base a los valores de las medias o medianas (segun corresponda)
observados en la poblacion de mujeres positivas HPV. Las medianas fueron expresadas con
un ICus0.75% Y las medias con un ICgsy. Finalmente, se realizé el analisis de regresion
logistica para determinar si existe independencia entre las variables estadisticamente

significativas con respecto a la presencia de infeccion por HPV.
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4.Resultados



4.1 Caracterizacion de la poblacién analizada.

Con respecto a las caracteristicas socio-demogréaficas y antecedentes ginecoldgicos
de las mujeres indigenas participantes, se observo una mediana de edad igual a 30 afios
(IC250-750 23-42afi0s). El 35% de las mujeres participantes se encontré en el rango de 20 a
29 afos de edad (Tabla 3).

Se evidencio una elevada frecuencia de mujeres sin escolaridad (39%), siendo la
mediana de afos de escolaridad observada igual a 2 afios (ICzse-750 0-4 afios). Solo el 7%
de las mujeres participantes presentaron una escolaridad mayor a 6 afios (Tabla 3).

En relacion a los antecedentes ginecologicos, la media de edad de inicio de
relaciones sexuales en la poblacion fue de 17 afios (ICgs0 14-20 afios), el 45% de las
mujeres participantes iniciaron sus relaciones sexuales entre los 14 y 16 afios. La mediana
de nimero de parejas sexuales observada fue 1 (ICas0.-7500 1-2 parejas sexuales). Sélo el
6,7% de las mujeres presentd un numero de parejas sexuales mayor o igual a 4. El 92% de
las mujeres tuvo al menos un embarazo, siendo la mediana de nimero de embarazos igual a
3 (ICz50-759 2-6). Cabe destacar que, el 71% de las mujeres indigenas participantes se
realizd por primera vez un diagndéstico citologico y que se observé una alta frecuencia
(60%) de mujeres que utilizaban anticonceptivos hormonales (Tabla 3).

Ademas, se observo que el 21,5% de las mujeres eran fumadoras (Tabla 3).
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Tabla 3. Caracteristicas socio-demogréaficas y antecedentes ginecoldgicos de las mujeres

indigenas incluidas en el estudio.

Variables

Poblacion total (n=195)

Edad (afios)

Mediana (1C59-750)

13-19 (n %)

20-29 (n %)

30-39 (n %)

40-49 (n %)

>50 (n %)

Escolaridad (afios)

Mediana (1C259%.-75%)
0 (n %)

1-3 (n %)

4-6 (n %)

7-12 (n %)

Edad de inicio de relaciones sexuales (afios)

Media (|C95%)

11-13 (n %)

14-16 (n %)
>16 (n %)

Nro. de parejas sexuales

Mediana (1C59-750)
1 (n %)

2-3 (N %)

>4 (n %)

Embarazos

Si (n %)

No (n %)

Nro. de embarazos

Mediana (1C259-750)

1-3 (n %)

4-6 (n %)

>6 (n %)

Uso de anticonceptivo hormonal

Si (n %)

No (n %)

Fuma

Si (n %)

No (n %)

Citologia anterior

Si (n %)

No (n %)

30 (23-42)
22 (11)
68 (35)
49 (25)
27 (14)
29 (15)

2 (0-4)
76 (39)
55 (28)
50 (26)
14 (7)

17 (14-20)
22 (11)
88 (45)
85 (44)

1(1-2)
114 (58,5)
68 (34,9)

13 (6,7)

179 (92)
16 (8)

3 (2-6)
91(51)
56 (31)
32 (18)

117 (60)
78 (40)

42 (21,5)
153 (78,5)

57 (29)
138 (71)
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4.2 Calidad de los templados.

Del total de 195 muestras cervicales pertenecientes a las mujeres indigenas incluidas
en el estudio, 181 (93%) muestras fueron positivas para el gen de la f-globina humana,
indicando la buena calidad del templado. De las 181 muestras cervicales, 39 muestras
pertenecieron a mujeres indigenas de la comunidad de Qemkuket, 18 del Complejo
Novoktas, 33 del Complejo Laguna Pato, 34 del Complejo de Maxhawaya, 13 de la
Comunidad de Espinillo, 10 de Pozo Colorado y 34 de las Comunidades del Pueblo Toba
Quom. Finalmente, los proximos resultados son presentados en base a una poblacion total
de 181 mujeres, excluyendo a las 14 mujeres cuyas muestras fueron negativas para el gen
de la B-globina humana.

En la figura 7 se muestra la corrida electroforética de los productos amplificados

para ¢l fragmento de 268pb del gen de la B-globina humana.

603 pb

310 pb
271/281 pb

234 pb
194 pb

268 pb

118 pb

72 pb

Figura 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7% de los productos de amplificacion
obtenidos por PCR utilizando primers PCO4 y GH20 para el gen de la B-globina humana
(268pb). En el primer carril se observa el marcador de pares de base phiX174 DNA/Hae Il
(Invitrogen, USA), en los carriles del 2 al 4 se observan muestras positivas para el gen de la
B-globina humana y en carril 5 se corrié un control negativo que consisti6 en agua
destilada.
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4.3 Deteccidén del genoma de HPV.

a) Deteccidn del genoma de HPV por PCR utilizando primers genéricos MYQ09/11.

Se analizaron 181 muestras cervicales, de las cuales 37 (20,4%, 1Cgsy 14,8%-
27,1%) fueron positivas para el genoma del HPV.
En la figura 8 se muestra la corrida electroforética de los productos amplificados para el

fragmento de 450pb del gen L1 del HPV.

603 pb
450 pb
310 pb

2711281 pb
234 pb
194 pb

Figura 8. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7% de los productos de amplificacion
obtenidos por PCR utilizando primers genéricos MY09/11 para el gen L1 del HPV
(450pb). En el primer carril se observa el marcador de pares de bases phiX174 DNA/Hae
Il (Invitrogen, USA), en los carriles 2 y 3 se observan muestras positivas para el genoma
del HPV, en el carril 4 una muestra negativa para el genoma del HPV y en el carril 5 se
corrié un control negativo que consistio en agua destilada.
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b) Tipificacion por PCR PGMY09/11biot sequida de RLB.

De las 181 mujeres indigenas participantes, 40 (22,1%, IC gs0: 16,3%-28,9%) fueron
positivas para algun tipo de HPV por PCR PGMY09/11 seguido por RLB. En la figura 9
se observan los resultados de la tipificacion de 40 muestras cervicales de mujeres indigenas.
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Figura 9. Deteccion y tipificacion del HPV por PCR PGMY09/11biot seguida de RLB. En
las columnas 1 y 45 no se sembraron muestras, las muestras sembradas en las columnas 2 al
7,9al 11, 13 al 22, 25, 26, 29, 30 y del 34 al 42 fueron negativas para HPV, en la columna
8 se tuvo una muestra positiva para HPV 6, 11, 16, 31, 58, 66 y 82. En la columna 23 la
muestra fue positiva para HPV 66. En la 27, fue positiva para HPV 53 y 73. En la 28,
positiva para HPV 16 y 70. En la 31, muestra positiva para HPV 11, en la 32 para HPV 66
y en la 33 para HPV 52. Se corrieron 3 controles, un control negativo, que consistia en una
muestra de lineas celulares negativas para HPV (columna 24), otro control negativo con
agua destilada (columna 43) y un control positivo (columna 44) para la PCR que consistia
en un digesto de células CaSki, que poseen secuencias integradas de HPV 16 en su genoma.
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Al comparar los resultados obtenidos por PCR MYQ09/11 versus PCR
PGMY09/11biot seguido de RLB, se observd que 5 muestras negativas por PCR MY09/11
fueron positivas por PGMYQ09/11biot seguida de RLB. Ademas de las 37 muestras
positivas para HPV por MY09/11, 35 fueron tipificadas por PCR PGMY09/11biot seguida
por RLB.

Por tanto, en 2 muestras de cuello uterino no fue posible determinar el tipo viral
con la metodologia de PCR PGMYO09/11biot seguida de RLB. Finalmente, 42 mujeres
(23,2% ICgs0, 17,3%-30%) fueron positivas para el genoma del HPV (Tabla 4).

Tabla 4. Frecuencia del virus del papiloma humano detectada en las 181 mujeres por PCR
utilizando primers genéricos MY09/11 y PGMY09/11biot seguida de RLB.
MUESTRAS TIPIFICADAS POR PCR
PCRMY09/11 PGMY09/11biot-RLB

HPV Positivo (n=40)* HPV Negativo (n=141)
HPV Positivo (n=37) 35 2
HPV Negativo (n=144) 5 139
*Muestras positivas para al menos un tipo de HPV. HPV: virus del papiloma humano

c) Secuenciamiento de muestras indeterminadas.

En el caso de las 2 muestras positivas para HPV de tipo indeterminado, se procedio a
secuenciar parcialmente el gen L1 obteniéndose un resultado interpretable de las secuencias
solo en una de las muestras de cuello uterino.

La secuencia analizada por BLAST, presenté un 100% de identidad con la secuencia
del HPV 84 con nimero de acceso del Gen Bank (gh|AF293960.1|AF293960). En la figura
10 se muestra el alineamiento de las secuencias. A través del analisis de la secuencia de

nucleotidos se determind que el tipo viral presente en la muestra fue el HPV 84.
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1 ACCACCCGCAGCACCAATTTTACTATTAGTGCTGCTACCAACACCGAATCAGAATATAAA 60

LR e e e e e e e e e e e e e
6679 ACCACCCGCAGCACCAATTTTACTATTAGTGCTGCTACCAACACCGAATCAGAATATAAA 6738

61 CCTACCAATTTTAAGGAATACCTAAGACATGTGGAGGAATATGATTTGCAGTTTATATTC 120

RN NNy
6739 CCTACCAATTTTAAGGAATACCTAAGACATGTGGAGGAATATGATTTGCAGTTTATATTC 6798

121 CAGTTGTGTAAGGTCCGTCTGACTCCAGAGGTCATGTCCTATTTACATACTATGAATGAC 180

RNy
6799 CAGTTGTGTAAGGTCCGTCTGACTCCAGAGGTCATGTCCTATTTACATACTATGAATGAC 6858

181  TCCTTATTAGATGAGTGGAATTTTGGTGTTGTGCCCCCTCCCTCC 225

PELERERRE R e e e el
6859 TCCTTATTAGATGAGTGGAATTTTGGTGTTGTGCCCCCTCCCTCC 6903

Figura 10. Alineamiento por BLAST de una secuencia de nucledtidos parcial del gen L1.
Muestra positiva para HPV por PCR utilizando primers MY09/11; alineada por BLAST con
una region del gen L1 del genoma completo del HPV 84, con nimero de acceso del Gen
Bank gb|AF293960.1|AF293960.

d) Frecuencia de tipos de HPV.

En relacion a los tipos de HPV, en 24 de 181 mujeres (13,3%; ICgsy, 8,7%-19,1%)
fueron detectadas infecciones simples y en 17 de 181 mujeres (9,4%; 1Cgsy, 5,6%-14,6%)
infecciones mdaltiples. EI 19,9% de las mujeres (36/181) fueron positivas para al menos un
tipo de HR-HPV y el 9,4% (17/181) para al menos un tipo de LR-HPV. En una mujer
indigena positiva para HPV no fue posible determinar el tipo viral infectante (Tabla 5).
Tabla 5. Frecuencia del virus del papiloma humano en mujeres indigenas del

Departamento de Presidente Hayes, periodo 2010/2011
Frecuencia en la poblacion total (n=181)

Poblacion de mujeres

(n%)
HPV negativas 139 (76,8)
HPV positivas 42 (23,2)
Infeccion simple 24 (13,3)
Infeccion multiple 17 (9,4)
Infeccion por HPV indeterminado 1 (0,06)
HR-HPV positivas* 36 (19,9)
LR-HPV positivas** 17 (9,4)

HPV: Virus del papiloma humano; HR-HPV: virus del papiloma humano de alto riesgo
LR-HPV: virus del papiloma humano de bajo riesgo.

*Mujeres positivas para al menos un tipo de HR-HPV

**Mujeres positivas para al menos un tipo de LR-HPV
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De las 17 mujeres indigenas con infecciones multiples, 10/17 (59%) presentaron
infecciones por 2 tipos virales, 5/17 (29%) por 3 tipos virales, 1/17 (6%) por 5 tipos virales
y 1/17 (6%) por 7 tipos virales (Tabla 6).

Tabla 6. Frecuencia de tipos de HPV detectados en 17 mujeres indigenas con infeccion
viral multiple del Departamento de Presidente Hayes, periodo 2010/2011.

Tipos de HPV n
6y 56 1

11y 68 1

16y 31 1

16y 70 1
31y54 1
39y44 1

45y 83 1
51y83 1
1

1

1

1

1

1

1

1

1

53y 73
53y 83
11,31y45
18,45y 68
39, 44 y 54
52,73y83
52,58y 84
16, 45, 58, 82y 84
6,11,16,31,58,66 y 82
Total 17
HPV: Virus del papiloma humano

En relacién a la frecuencia de tipos de HPV detectados en las 181 mujeres indigenas
participantes, el tipo mas frecuente fue el HPV 16 (4,4%) seguido por el HPV 58 (3,3%),
HPV 45 (3,3%), HPV 53 (2,8%) y HPV 11 (2,8%) (Tabla 7). En total se detectaron 17 tipos

de HR-HPV y 6 tipos de LR-HPV.
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Tabla 7. Frecuencia de tipos de HPV en mujeres indigenas del Departamento de Presidente Hayes.
Frecuencia de Frecuencia de HPV  Frecuencia de HPV en

HPV en la en infecciones infecciones multiples
poblacién (n=181)  simples (n=24) (n=17)°

Tipos de HPV n (%) n n
HR-HPV 36 (19,9) 19 17
16 8 (4,4) 4 4

18 1(0,6) 0 1

31 4(2,2) 0 4

35 1(0,6) 1 0

39 2(1,1) 0 2

45 6 (3,3) 2 4

51 1(0,6) 0 1

52 3,7 1 2

53 5(2,8) 3 2

56 1(0,6) 0 1

58 6 (3,3) 3 3

59 1(0,6) 1 0

66 4(2,2) 3 1

68 2(1,1) 0 2

70 1(0,6) 0 1

73 3,7 1 2

82 3,7 0 3
LR-HPV 17 (9,4) 5 12
6 2(1,1) 0 2

11 5(2,8) 2 3

44 31,7 1 2

54 2 (1,1) 0 2

83 4(2,2) 0 4

84 4(2,2) 2 2

HPV: virus del papiloma humano; HR-HPV: virus del papiloma humano de alto riesgo; LR-HPV: virus
del papiloma humano de bajo riesgo

% Frecuencia de tipos de HPV en mujeres indigenas, incluyendo tipos de HPV detectados en
infecciones simples y multiples (2 o més tipos de HPV infectantes por mujer)

® Frecuencia de tipos de HPV en mujeres indigenas con infeccion multiple (2 o més tipos de HPV
infectantes por mujer)
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Considerando sélo a las 42 mujeres con infeccion por HPV, el 57,1% presentd
infeccion simple, el 40,4% infeccion multiple, y el 2,4% infeccion por tipo indeterminado
de HPV (Tabla 8).

Tabla 8. Frecuencia de infecciones simples, multiples y con tipos de HPV indeterminados
en mujeres positivas para HPV.

Mujeres con infeccion por HPV n (%)

Infecciones simples 24 (57,1)
Infecciones multiples 17 (40,5)

Infecciones-HPV indeterminado 1(2,4)
Total 42 (100)

HPV: Virus del papiloma humano

4.4 Diagndstico citologico.

Las 181 mujeres participantes presentaron ausencia de lesion escamosa intraepitelial
(NSIL). Ademas, en el 13,8% (ICgse, 9,10%-19,70%) de las mujeres se observé citologia
inflamatoria (Tabla 9).

Tabla 9. Frecuencia de citologia inflamatoria en mujeres indigenas negativas para lesion
escamosa intraepitelial.

Citologia n (%)
Normal 156 (86,2)
Inflamatoria 25 (13,8)
Total 181 (100)

Cabe destacar que, del total de 181 mujeres el 71,8 % (IC gs0: 64,7%-78,2%) de la
poblacion se realizé por primera vez un estudio citologico (Tabla 10).

Tabla 10. Frecuencia de mujeres indigenas del Departamento de Presidente Hayes con
antecedentes de diagndstico citoldgico de cuello uterino, periodo 2010/2011.

Citologia anterior n (%)

Si 51 (28,2)
No 130 (71,8)
Total 181 (100)
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4.5 Caracteristicas socio-demograficas y antecedentes ginecologicos en relacion a la
presencia de infeccion por HPV.

En relacion a las caracteristicas socio-demograficas y antecedentes ginecoldgicos en
relacion a la presencia de infeccion por HPV se observo que en las mujeres positivas para
HPV la mediana de edad fue de 27 afos, la edad media de inicio de relaciones sexuales de
16 afos, la mediana de nimero de parejas sexuales fue de 2 y la mediana de nimero de
embarazos fue de 3 (Tabla 11).

Tabla 11. Valores de medianas o medias de las caracteristicas socio-demograficas y antecedentes

ginecoldgicos observados en mujeres indigenas segun la presencia de HPV.
Poblacion total Mujeres positivas Mujeres negativas

Variables (n=181) para HPV (n=42) para HPV (n=139)
Edad (afios)
Mediana (1C259-75%) 30 (23-41) 27 (20-40) 30 (24-42)
Edad de inicio de relaciones sexuales (afios)
Media(I1Cgs) 16 (13-19) 16 (14-18) 17 (14-20)
Nro. de parejas sexuales
Mediana (1C259-75%) 1(1-2) 2 (1-3) 1(1-2)
Nro. de embarazos*
Mediana (1C2s506-750) 3 (1-5) 3 (2-5) 3 (2-5)

* Poblacion total: n=166, Frecuencia de mujeres positivas para HPV: n=39 y Frecuencia de mujeres
negativas para HPV: n=127

Finalmente, del total de -caracteristicas socio-demograficas y antecedentes
ginecoldgicos analizados segun presencia de HPV, se observd una asociacion
estadisticamente significativa entre un inicio temprano de relaciones sexuales a una edad
menor o igual a 16 afios y la infeccion por HPV (p=0,018), asi como también entre el
namero de parejas sexuales mayor a 2 y la presencia de infeccion por HPV (p=0,028).
Ademas, al realizar el andlisis de regresion logistica entre la edad de inicio de relaciones
sexuales, el nimero de parejas sexuales y la presencia de HPV se observd que ambas se
encuentran asociadas en forma independiente a la adquisicion de infeccion viral,

evidencidndose valores de p de 0,025y 0,042, respectivamente (Tabla 12).
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Tabla 12. Frecuencia de HPV segun caracteristicas socio-demograficas y antecedentes ginecoldgicos de 181
mujeres indigenas.

Poblacion ~ Mujeres positivas

Variables total (n=181) para HPV (n=42) P
Edad (afios)
Mediana (|C25%_75%) 30 (23'41) 27 (20-40)
<27 (n %) 64 19 (30) 0=0.13
>27 (n %) 117 23 (20)
Escolaridad (n %)
Ninguna/Primaria 168 40 (24) 0=0.49
Secundaria 13 2 (15) ’
Edad de inicio de relaciones sexuales (afios)*
Media(I1Cgs) 16 (13-19) 16 (14-18)
<16 (n %) 105 31 (30) p=0,018
>16 (n %) 76 11 (14) PR=2 1Cgs¢ (1,01-3,8)
Nro. de parejas sexuales*
Mediana (|C25%_75%) 1 (1'2) 2 (1-3)
>2 (n %) 28 11 (39) p=0,028
<2 (n %) 153 31 (20) PR=1,9 1Cgs0(1,1-3,4)
Embarazos
Si (n %) 166 39 (23) _
No (n %) 15 3 (20) p=0,52
Nro. de embarazos (n=166 mujeres)
Mediana (|C25%.75%) 3 (1-5) 3 (2-5)
>3 (n %) 80 18 (23) :
<3 (n %) 86 21 (24) p=0,77
Uso de anticonceptivo hormonal
Si (n %) 107 23 (21) :
No (n %) 74 19 (26) p=0,51
Fuma
Si (n %) 39 11 (28) 3
No (n %) 142 31 (22) p=0,40
Citologia
Inflamatoria (n %) 25 5 (20) 0=0,68
Normal (n%) 156 37 (24) ’
Citologia Anterior
No (n%) 130 28 (22) B
Si (n%) 51 14 (27) p=0.40

HPV: virus del papiloma humano. PR: prevalencia relativa. IC: intervalo de confianza.
“Valores por regresion logistica para las variables estadisticamente significativas por x?, edad de inicio de
relaciones sexuales p=0,025 (OR=2,42) y numero de parejas sexuales p=0,042 (OR=2,47)
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4.6 Distribucidn de infeccion por HPV segun edad.
Del total de 181 mujeres indigenas, se observd una mayor frecuencia de HPV en

mujeres menores a 30 afios (27%) y en mujeres mayores o igual a 50 afios (27%) (Tabla

13).
Tabla 13. Frecuencia de mujeres indigenas positivas para HPV segun edad.
Edad
<30 aflos  30-39 afios  40-49 afios >50 aiios
n Total 85 45 25 26
Frecuencia de HPV (n%) 23 (27) 8 (18) 4 (16) 7(27)

HPV: virus del papiloma humano

Al graficar la frecuencia de infeccién por HPV versus edad se obtiene una curva en

forma de U, la misma se observa en la figura 11.

30

25 N\ /

ol N e
~—

15

= Frecuencia de HPV (%)
10

<30 anos 30-39 anios 40-49 anios =50 anos

Edad

Figura 11. Frecuencia de infeccion por HPV segun edad.
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5.Discusion
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El presente trabajo provee informacion sobre la distribucion de tipos de HPV en
mujeres indigenas del Departamento de Presidente Hayes.

Con respecto a la deteccion y frecuencia de tipos de HPV en las mujeres indigenas
incluidas en el estudio, se observo que el 23,2% de las mujeres indigenas presentaron
infeccion por HPV, siendo inferior a la detectada en otros estudios desarrollados en mujeres
indigenas en la Argentina, observandose en el estudio de Tonon et &l., 2004 una frecuencia
del 64%, y en el de Picconi et &l., 2002 una frecuencia del 76% de infeccién por HPV en
mujeres quechuas de Jujuy-Argentina.®®" La diferencia observada en la frecuencia de HPV
con respecto a los estudios argentinos puede deberse a diferencias existentes en las
caracteristicas de cada poblacion. En la poblacion analizada por Tonon et al, 2004 las
mujeres indigenas participantes poseian una edad media de 15 afios, la cual es menor al
compararla a la mediana de edad observada en el presente estudio (30 afios), lo cual podria
explicar en parte la menor prevalencia de infeccion por HPV observada. Esto se atribuye a
que mujeres mayores a 30 afios de edad ya han estado expuestas a la infeccion por HPV, la
cual pudo resolverse a través de la propia inmunidad. *""*

Por otro lado, la media de edad de inicio de relaciones sexuales observada en las
mujeres guaranies de Misiones fue de 13 afios, lo cual predispone a una mayor probabilidad
de infeccién por HPV.8%® Ademas, el 80% de la poblacion analizada por Tonon et 4l.,
2004 practicaba la poligamia (matrimonio en que se permite a una persona estar casada
con mas de una persona al mismo tiempo), en comparacién a la poblacion analizada en el
presente trabajo en la cual se observo una mediana de parejas sexuales igual a 1 (1C2s50-750

1-2 parejas sexuales).?*®
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En el presente estudio la mediana de nimero de embarazos fue de 3, menor al
compararlo con lo observado por Picconi et al., 2002 (7 embarazos por mujer). En la
literatura existe una fuerte evidencia en relacion al aumento del riesgo a desarrollar cancer
de cuello uterino al ser elevado el nimero de embarazos.””™ Por tanto, esta diferencia
podria explicar en parte la mayor prevalencia de HPV observada por Picconi et al., 2002 en
mujeres indigenas. Ademas cabe destacar que, dentro de la poblacion de mujeres quechuas
de Jujuy-Argentina no sélo estaban incluidas mujeres con citologia normal, sino que
también incluia a mujeres con lesiones de bajo grado, alto grado y cancer de cuello
uterino,®* aumentando asf la frecuencia de HPV, la cual aumenta a medida que la severidad
de la lesion lo hace.®*"

Sin embargo, la frecuencia de HPV observada en el presente estudio (23,2%) es
similar a la publicada por Mendoza et al., en el 2011, observandose una frecuencia del
20,8% en mujeres no indigenas con NSIL procedentes de Asuncién y sus alrededores.”
Ademas cabe resaltar que, la frecuencia de HPV observada en mujeres indigenas (23,2%) y
no indigenas (20,8%) paraguayas con citologia normal es mayor a la detectada en Europa
(8,1%), Asia (8%), América del Norte (11,3%), Centro Ameérica y México (20,4%), y
America del Sur (14,3%), siendo comparable a la frecuencia mas elevada observada a nivel
mundial en Africa (22,9%), lo cual explicaria en parte la elevada frecuencia de cancer de
cuello uterino en nuestro pais, siendo la tasa de incidencia del 2008 de 35x100.000
mujeres.”™* Las diferencias en la frecuencia de infeccién por HPV en los trabajos
anteriormente citados pueden deberse a diversos factores como: parametros geograficos,
étnicos, comportamiento sexual, entre otros, asi como también la sensibilidad y técnicas

utilizadas para la deteccién de HPV.*®
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El porcentaje de infeccion por HR-HPV fue de 19,9%, el mismo es comparable al
detectado por Mendoza et &l., 2011, en mujeres caucésicas con citologia normal (13,5%)."
También, es comparable al resultado obtenido por Girianelli et &l., 2009, en 1236 mujeres
caucésicas brasileras, observandose una frecuencia del 12,5%.""* Pero a su vez es menor a
la publicada por Tonon et al., 2004, en mujeres indigenas guaranies (34,6%) de Misiones-
Argentina, lo cual puede deberse a las diferencias existentes en las caracteristicas sexuales
entre ambas poblaciones, expuestas anteriormente.?’ Se ha estimado que el 10% de mujeres
sin lesiones intraepiteliales y positivas para HR-HPV podrian desarrollar lesiones de alto
grado en un periodo de 6 afios.**

El tipo de HPV mas frecuente tanto en infecciones simples como en las multiples
fue el 16, lo cual también fue observado en los trabajos anteriormente citados. La
frecuencia de HPV 16 observada en la poblacion de mujeres indigenas fue del 4,4%, la cual
es mayor a la prevalencia mundial detectada por Sanjosé et al., 2007 en 157.879 mujeres

con citologia normal.”

Estudios determinan que mujeres con infeccidn persistente por HPV
16 poseen una mayor probabilidad de desarrollar lesiones precancerosas al ser comparadas
con muijeres infectadas por otros tipos de HPV.>*°2 En el estudio desarrollado por Kjaer et
al., 2010, observaron que mujeres con citologia normal e infeccidn persistente por HPV 16
poseen aproximadamente un 30% de probabilidad de desarrollar lesiones de alto grado en
un periodo de 12 meses.*

Los otros tipos de HPV mas frecuentes detectados en el presente trabajo fueron el
45 y el 58, ambos con una frecuencia del 3,3%. Sanjosé et al, 2007, informé que en mujeres

con citologia normal pertenecientes a América del Sur el HPV 58 (1,2%) fue el segundo

tipo mas frecuente, sin embargo el HPV 45 (0,9%) ocup6 el cuarto lugar en frecuencia.”
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Estudios revelan que el HPV 45 es poco frecuente en mujeres con citologia normal
(0,4%) o mujeres con LSIL grado (3,7%) en comparacion a la frecuencia de HPV 16 de
2,5% y 20%, respectivamente.’®® Sin embargo, es el tercer tipo méas comdn en mujeres con
cancer de cuello uterino en el mundo y en mujeres con cancer de cuello uterino en el
pais.”*"* Ademés, se ha observado que mujeres con céncer de cuello uterino y positivas
para HPV 45 tienen mayor riesgo de desarrollar a temprana edad cancer invasivo en
comparacion a mujeres con cancer de cuello uterino con otros tipos de HPV, lo cual sugiere
la pronta progresion a cancer invasivo inclusive sin pasar por los estadios de lesiones
precancerosas.”>** Por tanto, estos resultados sugieren que deberia realizarse un control
periddico de las mujeres positivas para HPV a fin de prevenir el desarrollo de lesiones que
puedan desarrollar un cancer. Sin embargo, segun sugerencias de trabajos previos las 139
mujeres negativas para HPV y con citologia normal (77%) tienen baja probabilidad de
desarrollar lesiones de alto grado en los préximos 5 afios. %2019

Se detectd una elevada frecuencia de infecciones multiples, del 9,4%, dicha
frecuencia es mayor a la publicada por Mendoza et al., 2011, en mujeres no indigenas con
NSIL (4,3%). Esta diferencia podria atribuirse en parte a las diferencias en las medianas de
edad en ambas poblaciones, siendo de 35 afios en la poblacion estudiada por Mendoza et
al., 20011 y de 30 afios en el presente trabajo.”® Se ha observado que la frecuencia de
infeccién multiple por HPV disminuye a medida que aumenta la edad de la mujer.*®

Al mismo tiempo, la frecuencia de infecciones mdltiples encontradas en las mujeres
participantes es mayor a la publicada por Rousseau et &l., 2003, la cual fue de 3%, en 2059
mujeres brasileras con citologia normal. Este hecho podria atribuirse a las diferencias en

cuanto a las metodologias utilizadas. En el estudio realizado por Rousseau et al., 2003, se
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utiliz6 PCR MY09/11 seguida de hibridacién o cortes con enzimas de restriccion y en el
presente estudio se utilizo la PCR PGMY09/11biot seguida de hibridacion lineal reversa, la
cual es mas sensible. ™% por otro lado, la frecuencia encontrada fue menor a la publicada
por Picconi et al., 2002, en donde observaron que un 18% (19/108) de mujeres quechuas
con citologia normal presentaban infecciones multiples por HPV, lo cual podria deberse a
las diferencias existentes en las caracteristicas sexuales de las mujeres en ambos estudios,
anteriormente citadas.®

Considerando solo a las mujeres con infecciones por HPV, el 40,4% de las
infecciones fueron multiples. La frecuencia de infecciones multiples reportada en el
presente trabajo es mayor a la publicada por Pista et al., 2011, la cual fue de 19,4%, en
mujeres caucasicas con citologia normal y positivas para HPV.*° Sin embargo, la
frecuencia observada es comparable a la hallada en el trabajo realizado por Menegazzi et
al., 2009 donde la frecuencia de infecciones multiples en mujeres caucasicas positivas para
HPV con y sin lesién fue de 41,7%.'%® Por otro lado, en un estudio que incluyé a 893
mujeres colombianas caucasicas e indigenas positivas para HPV la frecuencia de
infecciones multiples observada fue del 59,8%, la cual es mayor a la observada en las
mujeres indigenas participantes.**! Por tanto, las frecuencias detectadas de infecciones
maultiples en los diferentes estudios citados son muy variables, lo cual al igual que las
diferencias en frecuencias observadas por infeccién de HPV podrian deberse a varios
factores como parametros étnicos, demograficos, siempre y cuando las metodologias

utilizadas para la deteccién sean comparables.'®
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AUn no es bien conocido el rol que cumplen las infecciones multiples en el
desarrollo de las lesiones cervicales, sin embargo a pesar de ello hay evidencia de que en
una infeccién maltiple cada lesion cervical es desarrollada por un tipo de HPV.*?

Existen controversias con respecto a si las infecciones multiples por HPV tienen
relacién o no a un mayor riesgo de desarrollo de lesiones cervicales, en el estudio realizado
por Gargulio et al., 2007, en 213 mujeres italianas no se encontrd diferencias
estadisticamente significativas con respecto a si las infecciones multiples por HR-HPV son
mejores predictoras que las infecciones simples por HR-HPV para el desarrollo de lesiones
cervicales.™ En cambio existen varios estudios que han observado que a medida que
aumenta la severidad de la lesion cervical aumenta la frecuencia de las infecciones
multiples en mujeres positivas para HPV .10

Con respecto a los resultados citologicos todas las mujeres participantes del presente
estudio presentaron NSIL, de las cuales un 13,4% presentd citologia inflamatoria. La
frecuencia de citologia inflamatoria observada en las mujeres indigenas participantes es
mucho menor a la observada por Tonon et al., 2004 en 207 mujeres indigenas guaranies de
Misiones-Argentina, la cual fue del 96%. Cabe destacar que, las diferencias existentes entre
las frecuencias observadas en citologias inflamatorias e infecciones por HPV pueden
deberse a las diferencias existentes entre las caracteristicas socio-demograficas, de
comportamiento sexual, entre otras, expuestas ya anteriormente.*

Se observd que 71% de las mujeres indigenas participantes se realizaron el PAP por
primera vez. Este resultado refleja lo observado por Kasamatsu et al., 2006 donde se
menciona que el examen citoldgico cervicovaginal (PAP), método de prevencion contra el

cancer de cuello uterino utilizado en el pais, no supera el 10% de cobertura a nivel
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nacional.!*®

Ademas, segun datos proporcionados (no publicados) por el Director del
Laboratorio Central de Citodiagnéstico del Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social,
al comparar los resultados del PAP de mujeres paraguayas de 2001 vs. 2006, en éste ultimo
afio se observé un aumento del diagnéstico de PAP anormal (0.5% vs. 1,1%).** Estos datos
sugieren que es preciso aumentar el tamafio de muestra del estudio para obtener datos mas
representativos con respecto a la frecuencia de lesiones de cuello uterino en mujeres
indigenas.

En relacion a la infeccion por HPV segun edad se observé una mayor frecuencia de
infeccion por HPV (27%) en mujeres menores a 30 y mayores a 50 afios de edad,
obteniéndose asi una curva en forma de U, lo cual también fue observado en la mayoria de
los estudios de América del Sur y América Central.”***® Estudios de Honduras,*’
Mexico,**® Colombia ,**° Costa Rica,"®y Chile** han detectado una elevada frecuencia de
infeccion por HPV en mujeres menores a 30 afios, esta frecuencia decrece a medida que
aumentan los afios, sin embargo se observo un segundo pico en mujeres mayores. La edad
del segundo pico difiere de regién en regién, por ejemplo en Honduras,**’ Chile,**! y

118

Mexico" el segundo pico se observa en mujeres mayores a 40 afios de edad. Por otro lado,

en Costa Rica**® y Colombia,**

el segundo pico se observa en mujeres mayores a 50 afios
edad. Sin embargo, en S&o Paulo-Brasil y en Concordia-Argentina, se ha demostrado una
disminucidn consistente de la frecuencia de HPV a medida que aumenta la edad.*?**?* Se ha
tratado de explicar este tipo de curva, probablemente la disminucion de la frecuencia por
HPV en mujeres mayores a 30 afios de edad se deba a que la mayoria de las mujeres a esa

edad ya han estado expuestas a la infeccion por HPV, la cual pudo resolverse a través de la

propia inmunidad.*’
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AUn no esta claro a qué podria deberse la aparicion de un segundo pico, el mismo es
observado normalmente en mujeres con edades cercanas a la menopausia.

Los argumentos que intentan explicar el segundo aumento en la frecuencia de infeccién
por HPV son:

e Que pueda deberse a una reactivacion de la infeccion latente tras una senescencia

inmunolégicay /o

e Cambios en la conducta sexual, adquisicion de nuevas parejas sexuales, aumentando

el riesgo de adquirir infecciones por HPV.

Estudios de seguimiento demuestran una elevada tasa de nuevas parejas sexuales en
mujeres de 40 afios edad, lo cual es mas frecuente en poblaciones desarrolladas.***'%°

Por otra parte, la diferencia de casi diez afios en los intervalos de edad en la que se
observa el segundo pico en los Estados Unidos (35-44 afios) en comparacion a Europa (45-
54 afos), sugiere un factor de comportamiento en lugar de un efecto biologico ligado a la
menopausia o del envejecimiento.

En lo que respecta a las caracteristicas socio-demograficas y antecedentes ginecoldgicos
se observd una asociacion estadisticamente significativa entre un namero de parejas
sexuales mayor a 2 y la adquisicién de infeccion por HPV, corroborando lo observado por
Almonte et al., 2011, donde mujeres con un elevado nimero de parejas sexuales poseian
mayor probabilidad de adquirir la infeccion por HPV, e inclusive segun el estudio realizado
por Pista et al., 2012, dicha probabilidad era 5 veces mayor en mujeres con un numero de
parejas sexuales mayor a 5 en comparacién a mujeres con una sola pareja sexual.?®*?°

Ademas, al aumentar el numero de parejas sexuales mayor es la probabilidad de que la

infeccion por HPV sea persistente.*®
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Tambieén, se observd una asociacion estadisticamente significativa entre la media de
edad de inicio de relaciones sexuales y la adquisicion de infeccién por HPV. La infeccion
por HPV a menudo se produce poco después del inicio de las relaciones sexuales. La edad
de inicio de relaciones sexuales es una aproximacion a la edad de la primera exposicion al
HPV.'*" Se ha postulado que la misma es un factor de riesgo para la adquisicién de la
infeccion por HPV. Almonte et al., 2011, describen que mujeres con un inicio de relaciones
sexuales menor a 18 afos poseen practicamente dos veces mayor probabilidad de adquirir
infeccion por HPV de alto riesgo, pero a su vez en el trabajo realizado por Deacon et al.,
2000, observaron que mujeres con un inicio de relaciones sexuales temprano (16 afios o
menos) y positivas para HPV poseen tres veces mayor probabilidad a desarrollar lesiones
de alto grado en comparacién a mujeres positivas para HPV cuyas edades de inicio de
relaciones sexuales fueron a mayor edad.>** Al mismo tiempo, se observé que tanto el
inicio temprano de relaciones sexuales como el nimero de parejas sexuales se encuentran
independientemente asociados a la adquisicion de infeccion por HPV. En contraposicion a
otros estudios que sugieren que la edad de inicio de relaciones sexuales es una predictora
del nimero de parejas sexuales, ya que al tener un inicio temprano de las relaciones
sexuales, mayor es la probabilidad de tener un mayor niimero de parejas sexuales.***?

En relacion al nivel educativo se observd una elevada frecuencia de mujeres
indigenas sin escolaridad (39%), la cual es similar a los datos publicados por la Direccion
General de Estadisticas, Encuestas y Censos (DGEEC), siendo el 39% de la poblacién de
15 afios 0 mas analfabeta.”® La misma es mayor al porcentaje de la poblacién sin
escolaridad a nivel pais (5,4%), pero por otro lado es menor a la frecuencia de

analfabetismo observada en 207 mujeres guaranies de Misiones Argentina (87%).”%%
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Estudios demuestran que el bajo nivel de educacion esta asociado a una mayor probabilidad
de infeccién por HPV vy al desarrollo de cancer de cuello uterino.®**?° En el presente trabajo
a pesar de la alta frecuencia de analfabetismo no se observé asociacion estadisticamente
significativa entre el bajo nivel educativo y la presencia de infeccion por HPV. Esto podria
atribuirse a que, la poblacion analizada es muy homogénea en cuanto a esta caracteristica,
donde el 93% de las mujeres participantes posee como maximo 6 afios de escolaridad. La
mediana de afios de escolaridad observada fue de 2 afios (ICasu-7500 0-4 afios de
escolaridad), siendo semejante a los datos en indigenas publicados por la DGEEC en el
2003 (2,2 afios de escolaridad).”’

La mediana del nimero de embarazo observada en la poblacion fue de 3 embarazos
por mujer (ICzs9.-75%s 2-6 embarazos por mujer), lo cual difiere con lo publicado por la
DGEEC en el 2003, donde se observo una tasa de fecundidad de 6 hijos/mujer. Esta
disminucion en el nUmero de embarazos por mujer puede deberse a que un gran porcentaje
de las mujeres incluidas en el estudio utilizaban como método anticonceptivo los
hormonales (60%). La frecuencia de utilizacion de anticonceptivos hormonales por las
mujeres indigenas fue mayor a la observada por Mendoza et al., 2011, en mujeres no
indigenas con citologia normal (29%).”° Cabe destacar que, en las visitas realizadas se
observo que las mujeres indigenas guardaban una planilla de vacunacion, donde se anotaba
la fecha en la cual se aplicaron el anticonceptivo y la fecha correspondiente a la proxima
aplicacion.

Existen discrepancias sobre la asociacion del uso de anticonceptivos hormonales
con el desarrollo de cancer de cuello uterino en mujeres positivas para HPV, sin embargo,

en el trabajo realizado por Smith et &l., 2003, se observé que mujeres positivas para HPV
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con un uso de 10 o mas afios de anticonceptivos hormonales poseen dos veces mayor
probabilidad de desarrollar cancer de cuello uterino en comparacion a mujeres que no lo
han utilizado.**

En el estudio realizado por la Colaboracion Internacional de estudios
epidemioldgicos de cancer de cuello uterino (International Collaboration of
Epidemiological Studies of Cervical Cancer) incluyendo méas de 30.000 mujeres se observo
que, el riesgo de desarrollar cancer de cuello uterino aumentaba con el uso prolongado de
anticonceptivos orales. Mujeres con un uso por mas de 5 afios poseian el doble de riesgo en
comparacién a mujeres que no lo han utilizado.™® EI mecanismo propuesto para la
actuacion de los anticonceptivos hormonales como factores de riesgo para el desarrollo de
lesiones o cancer de cuello uterino es que, los estrégenos o progestdgenos aumentan la
expresion génica del HPV en el cuello uterino a traves de receptores de progesterona, y
elementos de respuesta a hormonas en el genoma viral.

Finalmente, se pudo observar que en la poblacion estudiada existen factores de

riesgo predisponentes al desarrollo de lesiones cervicales, por ende es de suma importancia

el control ginecologico en forma periddica.
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6. Conclusiones
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Todas las mujeres presentaron citologia NSIL, siendo el 13,8% de ellas
inflamatorias.

La frecuencia de infeccion por HPV fue de 23,2%, detectandose 17 tipos de HR-
HPV en el 19,9% de las mujeres indigenas y 6 tipos de LR-HPV en el 9,4%.

El tipo viral mas frecuente fue el HPV 16 (4,4%) seguido por el HPV 58 (3,3%),
HPV 45 (3,3%) y HPV 53 (2,8%), HPV 11 (2,8%).

La frecuencia de infecciones multiples en la poblacion total fue del 9,4%.
Considerando solo a las mujeres positivas para HPV, en el 57,1% de las mismas se
observo infeccion simple, en el 40,4% infeccion mdaltiple, y en el 2,4% infecciones
con tipos indeterminados de HPV.

En relacion a la edad y la frecuencia de infeccion por HPV, se observd una mayor
frecuencia en mujeres menores a 30 afios (27%) y en mujeres de 50 0 mas afios
(27%).

Con respecto a las caracteristicas socio-demogréaficas y antecedentes ginecoldgicos
en relaciéon a la infeccion por HPV se observo una asociacion estadisticamente
significativa entre la presencia de infeccion por HPV, un inicio de relaciones
sexuales a una edad menor o igual a 16 afios (p=0,018) y un numero de parejas
sexuales mayor a 2 (p=0,028).

Finalmente estos datos contribuyen a la vigilancia de tipos de HPV circulantes,
siendo de suma importancia a fin de comparar los tipos de HPV circulantes en la era
pre y post introduccion de la vacuna contra el HPV. Ademas, se logrd establecer

lazos entre instituciones nacionales e internacionales con miras a mejorar la
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deteccion y prevencion de cancer de cuello uterino, lo cual optimizara la atencion

primaria de esta patologia en el pais.
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/.Perspectivas



Secuenciar la muestra de cuello uterino positiva para HPV de tipo indeterminado.
Determinar la variabilidad genética de HPV 16 y de otros tipos de HR-HPV,
detectados en el presente trabajo.

Implementar en el Laboratorio del Departamento de Salud Publica y Epidemiologia
la técnica de PCR PGMY09/11biot seguida de RLB para realizar la tipificacion de
HPV.

Determinar la frecuencia de tipos de HPV y de otras infecciones de transmision
sexual en mujeres de otras comunidades indigenas y en poblaciones de riesgo para

la adquisicion de infeccion viral y desarrollo de cancer de cuello uterino.
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ANEXO 1: CUESTIONARIO APLICADO A LAS MUJERES A FIN DE OBTENER DATOS
CLINICOS Y DEMOGRAFICOS DE LAS PACIENTES SELECCIONADAS.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE ASUNCION
DIRECCION GENERAL DE INVESTIGACION CIENTIFICA Y TECNOLOGICA
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN CIENCIAS DE LA SALUD
DEPARTAMENTO DE SALUD PUBLICA Y EPIDEMIOLOGIA

FICHA CLINICA Y EPIDEMIOLOGICA

Ficha:
Nombre y Apellido de 1a PACIENtE........coeeeee ettt Comunidad:......cccccoeeereennnee.
DiIFECCION .. ettt sttt ettt st e ettt s e bbbt st e s et se e bes s eaaneea ses sen Teléfonos....cvvv e e
Nacionalidad.......cceeeevverceneinienenennas 4. Edad..........aMos
Fecha de toma de muestra Fecha de recepcién de muestra Firma..........
Material Colectado por: Dr/a1 ....................................................... LIC?: e eeeeee e eeeseeees e eee e
1l. PERCEPCION DE LA PACIENTE: ANTECEDENTES GINECOLOGICOS
Resultado......cccovuveerenne
Citologia (PAP) anterior: [ lsit [ INo* Fecha....... Y S S [ Norecuerdd®
¢Recibid tratamiento? [ Isit [ INo?
CQUALIatamMIENtO?. . uii ettt
Colposcopia: [ it [ INo® Fecha....... Yy
Resultado......ccccceverunnnnee
No recuerda’
Histopatologia: [ lsit [ INo® Fechau....fowee.... y-. Resu%do ........................
O  No recuerda®

1ll. ANTECEDENTE GINECOLOGICO / OBSTETRICO / CLINICO
FUM..oooviineienns Vida Sexual [ activa® [ linactiva®
Inicio de relaciones sexuales: ......... afios Numero de Embarazo............. Nacidos Vivos.........cccceenene
Edad 1er.Embarazo........ceiveneecenenerveeienene Aborto E]Si:L E]No2
Numero de parejas sexuales desde el inicio de sus relaciones SEXUAIES .........cccccecieveecerierireececeess e e
IV. FACTORES ASOCIADOS (Marque con cruz(x) la opcién que corresponda)
¢Utiliza o utilizdé anticonceptivos?: [ Joral* Duracion en afos.......ccevveeveeeseeresrnereneanenns

[] Inyectable2 Duracidn en afios.......ccoceeeeceeeecece e
éFuma? [ Isit [ INo? Tiempo de fumadora (dias, meses, afios)............... N° de cigarrillos por dia...............
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