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GLOSARIO

ADN Acido nucléico formado por una doble cadena de ribonucleotidos
ADNasas Enzimas capaces de degradar ADN

ARN Acido nucléico formado por una cadena de ribonucleétidos
ARNasas Enzimas capaces de degradar ARN

CELULAS T CD4+ Los linfocitos T CD4+ son responsables de las respuestas
inmunes mediadas por células que dirigen el ataque contra infecciones

PREVALENCIA Es la proporcion de individuos de un grupo o
una poblacion que presentan una caracteristica o evento determinado en un
momento o en un periodo determinado. La prevalencia de una enfermedad es el
numero total de los individuos que presentan un atributo o enfermedad en un
momento o durante un periodo dividido por la poblacion en ese punto en el tiempo
0 en la mitad del periodo.

GENOTIPO Se refiere a la informacion genética que posee un organismo en
particular, en forma de ADN. Normalmente el genomade una especie incluye
numerosas variaciones o polimorfismos en muchos de sus genes.

FLEBOTOMIA Es el procedimiento de extraccion de sangre desde
una vena periférica a través de un sistema estéril con aguja.
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RESUMEN

Antecedentes: En Guatemala 42% de los cénceres corresponden al cervical, fuertemente
asociado a la infeccion por VPH, sin embargo, la informacion sobre prevalencia y genotipos
de VPH es limitada. La coinfeccion por VIH y VPH se ha asociado a mayor riesgo de cancer
de cérvix. El Hospital Roosevelt atiende aproximadamente a 2,600 pacientes femeninas con
VIH. Determinar la prevalencia y caracteristicas de la coinfeccion por VIH y VPH en esta
institucion dara evidencia cientifica para la toma de acciones preventivas y de control de
cancer cervical.

Metodologia: Se realizé un muestreo probabilistico sistematizado, con un tamafio muestral
de 150 mujeres con VIH. Se obtuvo consentimiento informado, se llend cuestionario de datos
y se tomaron muestras hematicas y ginecoldgicas para determinar la carga viral de VIH,
conteo de linfocitos TCD4+, realizar citologia cervical, y detectar los genotipos de VPH.
Andlisis de datos: estadistica descriptiva y estimacion de asociacion entre presencia y
genotipos de VPH con hallazgos citologicos.

Resultados: Se enrolaron 136 mujeres con VIH, estimandose una prevalencia de VPH de
52.9% (1C95% 44.6-61.1) y VPH de alto riesgo de 32.4% (1C95% 25.1-40.6). Los tipos méas
prevalentes de VPH fueron el VPH84 (11.0%), VPH66 (8.8%), VPH62 (8.1%), VPH71
(8.1%), VPH16 (7.4%) y VPH83 (7.4%). Se encontrd relacion significativa entre infeccion
por algln tipo de VPH vy la edad del primer embarazo (p=0.004) y tener méas de 3 parejas
sexuales en la vida (p=0.049). No se encontrd relacion entre las caracteristicas de la
infeccion por VIH, ni respecto al resultado de la citologia cervicovaginal.

Conclusiones: La prevalencia de VPH reportada en mujeres con VIH fue notablemente mas
alta a la reportada en estudios previos en poblacion general en Guatemala. La diversidad de
tipos de VPH identificados fue amplia y no se evidencié que un grupo o un tipo de VPH en
particular predominaran considerablemente. El nlimero de parejas sexuales y la edad de
primer embarazo sugirieron asociacion para presentar infeccion por VPH en esta cohorte de
mujeres con VIH.



ABSTRACT

Background: The cervical carcinoma is strongly associated with HPV infection. In addition,
HIV-HPV coinfection has been reported as an increased risk for cervical cancer. In
Guatemala, this cancer type represents 42% of the cancer cases reported yearly. However,
high risk HPV prevalence information is not available for women with HIV in Guatemala.
Therefore, this study was conducted to assess the HPV prevalence in Guatemalan females
with HIV.

Methods: 150 patients were randomly selected from the cohort of females with HIV who are
at care at the Roosevelt hospital, the largest HIV clinic in Guatemala. Informed consents
were obtained to collect blood and cervical samples; Laboratory analysis included
lymphocyte T CD4+ cell count, HIV viral load, PAP smear, and HPV types identification.
Data were collected using a standard questionnaire. Descriptive statistics and association

measures were estimated for the presence of HPV using Stata 11.0 and Epi-InfoTM 7.0.

Results: The HPV prevalence among women with HIV was estimated to be 52.9% (Cl 95%
44.6-61.1) and 32.4% (CI 95% 25.1-40.6) for high risk HPV. Most prevalent HPV types
were VPH84 (11.0%), VPH66 (8.8%), VPH62 (8.1%), VPHT71 (8.1%), VPH16 (7.4%) and
VPH83 (7.4%). Early age (<18 years old) of first pregnancy (p=0.004) and having more than
3 sexual partners in their life (p=0.049) were statistically associated with HPV infection.

Conclusions: The HPV prevalence in women with HIV was remarkably higher compared to
previous studies in general population in Guatemala. HPV type diversity was high, with no
predominance of a particular type of virus. Higher number of sexual partners and early age
of first pregnancy were associated with HPV infection.



PARTE I

I.1 INTRODUCCION

El cancer cervical representa un grave problema de salud publica, a nivel global, el
cancer cervical es la segunda causa mas comun de muerte por cancer en mujeres. En paises
en desarrollo, el cancer cervical es el cancer mas comin en mujeres. Diversos estudios han
demostrado que la infeccion por virus de papiloma humano (VPH) es una causa necesaria,
pero insuficiente, para el desarrollo de este cancer (E. M. Burd, 2003).

En Guatemala, se han desarrollado pocas investigaciones sobre la prevalencia de VPH en
la poblacion general. El Instituto Nacional de Cancerologia (INCAN) en el afio 2006 reporto
que el 42% de los canceres diagnosticados en dicho servicio, correspondian a cdncer de
cérvix (INCAN, 2006). Por otra parte, en una investigacion desarrollada por Vallés y
colaboradores, se encontr6 en mujeres una prevalencia de infeccion por VPH de 38 y 67% en
poblacion general y trabajadoras sexuales, respectivamente (Vallés et al., 2009). En el afio
2008, el 67% de las pacientes que asistiecron al INCAN y APROFAM a realizarse
procedimiento de colposcopia tenian infeccion con VPH de alto riesgo; en pacientes con
lesiones histopatoldgicas de cérvix se identifico con mayor frecuencia el genotipo 16, 50%
en lesion intraepitelial de bajo grado, 47.06% en lesion intraepitelial de alto grado y 60% en
pacientes con cancer invasivo de cérvix. Ademas se identificé la presencia de otros genotipos
de VPH, tales como el 58, 18, 59, 53, 31, 51, 39, 56, 33, 66 y 52 (A. Garcia & Vasquez,
2008).

La coinfeccion con VIH y VPH representa uno de los problemas de salud mas
importantes, debido a la capacidad oncogénica del VPH y la potencial inmunodeficiencia
causada por el VIH, condicién que facilita o acelera el desarrollo de neoplasia a nivel del
tracto genital (Maiman, 1997). En Guatemala, para el afio 2014 se estima una prevalencia en
poblacion adulta (mayores de 14 afos) de 0.88%, el nimero de mujeres mayores de 15 afios
viviendo con VIH se estima en 22,166 segiin datos del Ministerio de Salud Publica y
Asistencia Social (J. Garcia, 2010). Clinica de Enfermedades Infecciosas del Hospital
Roosevelt es la unidad de atencidn integral de VIH mas grande de Guatemala, prestando
servicio regular a aproximadamente 4,500 pacientes, 1,400 de ellos de sexo femenino
(Clinica de Enferemdades Infecciosas, 2010; J. Garcia, 2011). Actualmente, se desconoce la
prevalencia y distribucion de genotipos de VPH en pacientes infectadas con el VIH en
Guatemala. Es por ello que con este estudio, se pretendia estimar la prevalencia de VPH en
pacientes de sexo femenino infectadas con VIH que asisten regularmente a la Clinica de
Enfermedades Infecciosas del Hospital Roosevelt, a fin de generar informacién con base
cientifica sobre las caracteristicas de la coinfeccion VIH-VPH que permita tomar acciones
preventivas y de control en esta poblacion.



1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.2.1 Antecedentes en Guatemala

El Instituto Nacional de Cancerologia (INCAN) en el afio 2006 reporto que el 42% de
los canceres diagnosticados en dicho servicio, correspondian a cancer de cérvix. La infeccion
por VPH se ha relacionado con distintas patologias benignas y malignas como
verrugas/condilomas, papilomatosis respiratoria recurrente y carcinomas de células
escamosas (E. M. Burd, 2003).

En Guatemala la informacion sobre la epidemiologia molecular del VPH es limitada y
no hay estudios que caractericen la coinfeccion de VIH con VPH. Esto se debe
principalmente a que el diagnostico en Guatemala se basa en procedimientos citologicos.
Este método indirecto es adecuado para un tamizaje de alteracion en el tejido cervical; sin
embargo, no permite detectar la infeccion por VPH, ni discernir si es un genotipo de alto
riesgo para progresion oncogénica.

La mayor parte de trabajos realizados en Guatemala, se han enfocado en el reporte de
casos por medio de alteraciones citoldgicas utilizando la tincion citolégica de papanicolau -
PAP-. En un estudio realizado en el afio 2006, se reportd en la organizacion no
gubernamental Asociacion Pro Bienestar de la Familia de Guatemala (APROFAM — ONQG)
una baja prevalencia de VPH (1.35%) en poblacion femenina (Hernandez, 2007). Sin
embargo, Vallés y colaboradores (2009), realizaron en Guatemala un estudio en poblacion
femenina y mujeres trabajadoras del sexo (MTS), detectando una alta prevalencia de VPH en
ambas poblaciones, 38% y 67% respectivamente. La gran diferencia en las prevalencias
reportadas puede atribuirse a la sensibilidad del método empleado, en el primer estudio el
diagnostico se realizo por medio de citologia y en el segundo estudio se emplearon pruebas
moleculares para deteccion del genoma viral. Es mas, Vallés y colaboradores (2009) no solo
pudieron estimar prevalencia, sino que también determinaron que los genotipos de alto riesgo
fueron los mas prevalentemente encontrados en la poblacion, con un 19% en poblacion en
general y 40% en MTS con citologia normal, y en un 61% en poblacion en general y 73% en
MTS con citologia alterada (Vallés et al., 2009).

A nivel mundial, se ha reportado prevalencias més altas de VPH en poblacion que vive
con VIH que en poblacion en general. En dicho aspecto, un estudio desarrollado entre los
afios 1991 y 1993 en Nueva York se observo que existian diferencias estadisticamente
significativas entre la prevalencia de VPH en poblaciones VIH positivo y VIH negativo (Sun
& Kuhn, 1997). Ademads, en las mujeres infectadas con VIH es mas comun en ellas la
coinfeccién con multiples genotipos de VPH y tienen mayores prevalencias de VPH de alto
riesgo (Vermund, Kelley, & Klein, 1991).



Segun el Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social de Guatemala, para el afio
2014 se estima una prevalencia en poblacién adulta (mayores de 14 anos) de 0.88%, el
nimero de personas viviendo con VIH se estima en 82,828, de los cuales el 26.8% (22,166)
corresponde a mujeres de 15 afios y mas. Para el afio 2014 ha sido estimado que 8,610
personas se infectaran con el VIH (J. Garcia, 2010). Sin embargo, en Guatemala no existen
informacion sobre la prevalencia y caracteristicas de la infeccion por VPH en poblacion que
vive con VIH.

La falta de informacién sobre las caracteristicas de esta coinfeccion limita la toma de
decisiones en prevencion y control, como determinar la necesidad de incluir el diagnostico
molecular de VPH aunado a los exdmenes citoldgicos, como parte del panel anual de
monitoreo de las pacientes VIH positivo. De igual manera, la identificacion y distribucion los
genotipos de VPH seria importante para determinar la utilidad de la implementacién de la
vacuna para VPH en esta poblacion en el pais.



1.2.2  Justificacion

El céncer cervical, asociado a infeccion por el virus de papiloma humano-VPH-, es un
grave problema de salud publica, especialmente en paises en vias de desarrollo. En
Guatemala representa el 42% de los diagndsticos de cancer. Sin embargo, la vacuna contra
VPH atin no ha sido incluida en el programa nacional de inmunizaciones.

Estudios han reportado mayores prevalencias de infeccion con VPH en personas con
VIH que en poblacion general; esta coinfeccion aumenta la tasa de progresion de lesiones
cervicouterinas a cancer. Aun asi, en Guatemala no hay datos sobre la coinfeccion con estos
dos virus.

Con este estudio de investigacion, se buscé determinar la prevalencia y las
caracteristicas de la infeccion por el VPH en pacientes de sexo femenino que viven con VIH
y que asisten regularmente a la Clinica de Enfermedades Infecciosas del Hospital Roosevelt.
También se pretendia determinar la distribucion de los genotipos VPH que estan afectando a
esta poblacion, ya que dependiendo del tipo viral hay mayor o menor riesgo a padecer
condilomas y cancer cervicouterino.

Estimar la prevalencia de coinfeccion con VIH y VPH e identificar los genotipos de
VPH circulantes en la poblacion de estudio puede ser utilizado como evidencia cientifica a
ser considerada en las politicas de salud, para realizar intervenciones de prevencion como la
vacunacion contra VPH y medidas de control pertinentes para evitar la progresion a cancer.



1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general

Determinar y evaluar la prevalencia de virus de papiloma humano en pacientes de sexo
femenino viviendo con el virus de inmunodeficiencia humana.

1.3.2 Objetivos especificos

[.3.2.1 Determinar y evaluar la prevalencia de virus de papiloma humano en pacientes de
sexo femenino, viviendo con el virus de inmunodeficiencia humana.

1.3.2.2 Identificar los genotipos de VPH en la poblacion de estudio.

1.3.2.3 Relacionar y evaluar hallazgos citoldgicos y lesiones cervicales con la presencia y
genotipo de VPH.

1.3.2.4 Determinar y evaluar los factores de riesgo para presentar infeccion por VPH.

1.3.2.5 Divulgar a las autoridades, actores sociales e instituciones en el campo de su
competencia la informacion obtenida de la investigacion.



1.4 METODOLOGIA

1.4.1 Localizacién

El estudio fue llevado a cabo en la Clinica de Enfermedades Infecciosas del Hospital
Roosevelt, en la ciudad de Guatemala. Coordenadas geograficas 14 °© 37’ 16” latitud norte y
90 ° 31’ 37" oeste longitud. Altitud 1500 metros sobre el nivel del mar. Temperatura
promedio 21°C, entre 12-27°C. Precipitacion total 1247.1 mm, humedad relativa del 77%.
En las instalaciones se realizaron las fases pre-analitica, analiticas y post-analiticas.

1.4.2 Estrategia metodoldgica
1.4.2.1  Universo del estudio

1.4.2.1.1 Poblacion
1,400 pacientes de sexo femenino, con diagnoéstico de VIH confirmado, que

reciben tratamiento antirretroviral y seguimiento regular en la Clinica de
Enfermedades Infecciosas del Hospital Roosevelt. Como seguimiento regular se
entiende, las pacientes que no han abandonado su seguimiento clinico por 12 meses.

1.4.2.2  Selecciéon y tamafio de la muestra

1.4.2.2.1 Muestra
El tamafio de muestra fue de 136 pacientes, para un nivel de confianza de 95%.

El mismo fue estimado tomando una poblacion aproximada de 1,400 pacientes de
sexo femenino con diagndstico confirmado de VIH, que asisten regularmente a la
Clinica de Enfermedades Infecciosas; ya que se desconoce la prevalencia de VPH en
la poblacion de estudio, se consideré de un 50%, con una precision del 8% para la
prevalencia y un nivel de confianza del 95%, dando como resultado 136 pacientes. Se
ajusto la muestra a 150 pacientes, asumiendo un 10% de rechazo a participar en el
estudio. Dicho tamafio de muestra fue calculado con el software OpenEpi, basado en
la ecuacion de tamanio poblacional de Schaeffer y Mendenhall (Sullivan, Dean, &
Mir, 2007)

1.4.2.2.2 Muestreo
Se realizdé un muestreo aleatorio sistematico incluyendo todo paciente de sexo

femenino, con diagndstico de VIH confirmado, que se encuentre en tratamiento
antirretroviral y seguimiento regular en la Clinica de Enfermedades Infecciosas,
Hospital Roosevelt.



1.4.2.2.3 Criterios de inclusion

1.4.3

Solamente se tomaron en cuenta pacientes mayores de 18 afios, que no
estuvieran gestando, que no hubieran sido sometidas a histerectomia, que no
padecieran enfermedades mentales u otro criterio que comprometiera la comprension
adecuada sobre el objetivo de estudio y posibles riesgos. Se incluyeron solo a las
pacientes que después de haber sido informadas del estudio, accedieron a participar
mediante la firma de un consentimiento.

Materiales

1.4.3.1 Equipo e insumos

Refrigeradores de 2 - 8 °C

Congelador a -20 °C

Cabinas de bioseguridad de flujo laminar

Centrifuga para microtubos de 1.5 ml

Bomba de vacio de un paso con 20 psi de presion

Agitador orbital de 25 - 250 rpm

Agitador térmico para tubos de 2.0 ml

Bafio caliente en seco con rotacién, enfriamiento, mezclado y cronometro, con rango
de temperatura desde 0°C hasta 99°C, temporizador de 1 minutos a 99:59 horas
Mezclador vortex

Pipetas automaticas de volumen variable

Termociclador en tiempo real

Cronometro digital con cuatro canales de tiempo separados

Termometro digital para refrigeradora

Criocajas para crioviales de 2 ml

Computadora de escritorio

Impresora

1.4.3.2 Reactivos

Reactivo LINEAR ARRAY HPV Genotyping Test, ROCHE
AmpliLute Liquid Media, kit extraccion ROCHE
LINEAR ARRAY, kit deteccion ROCHE

1.4.3.3 Consumibles

PreservCyt (vial para Pap liquido ThinPrep®) de Cytyc Corporation (Marlborough,
Massachusetts).

Laminas portaobjetos esmeriladas

Espéculos descartables

Fijador en aerosol para muestras citoldgicas

Tubos conicos de 15 ml de propileno con tapa de rosca

Citobrush estéril



e Espatulas de Ayre

e Viales de propileno estériles de 2 ml con tapadera de rosca

e Guantes de nitrilo sin talco diferentes tamafios

Pipetas de transferencia estériles desechables de al menos 2.0 ml
Alcohol al 70%

Alcohol al 99 %

Solucién de cloro al 0.5%

Puntas libres de ARNasas y ADNasas, con filtro, de 100-1000 ul
Puntas libres de ARNasas y ADNasas, con filtro, de 20-200 ul
Puntas libres de ARNasas y ADNasas, con filtro, de 2-20 ul
Batas desechables

Papel absorbente

Marcador indeleble

Lapiceros

Hojas de papel bond 80g

1.4.4 Metodologia

1.4.4.1 Enrolamiento al estudio, toma y manejo de muestra,
El enrolamiento al estudio y la toma de muestras se realiz6 de acuerdo a la fecha de cita

para atencion médica de los pacientes, de acuerdo al flujo de consultas ya establecido por la
Consulta Externa de la Clinica de Enfermedades Infecciosas, Hospital Roosevelt.

El médico responsable de la atencion a la paciente, posteriormente a realizar la atencion
médica rutinaria, evalud si se cumplian los criterios de inclusion y le expuso a la paciente los
aspectos relacionados al estudio. Se obtuvo el consentimiento informado, y se solicito la
informacion requerida en la hoja de datos del estudio.

A cada paciente, se le tomo dos tipos de toma de muestras biologicas: muestra sanguinea
y muestra ginecoldgica. En el caso de la primera muestra, personal técnico especializado
realizd de manera aséptica la técnica de flebotomia con sistema de extraccion al vacio,
extrayendo dos tubos de 5 ml con EDTA como anticoagulante; uno para el proceso de
recuento de linfocitos T CD4+ y el otro para determinacion de carga viral de VIH-1. En el
laboratorio de biologia molecular de la Clinica de Enfermedades Infecciosas, las muestras
para determinacion de carga viral de VIH-1 fueron centrifugadas a temperatura ambiente por
20 minutos a 2000 rpm; se procedid a separar el plasma con pipetas estériles, transfiriéndolo
a criotubos que fueron almacenados a -20°C hasta el momento su procesamiento. Las
muestras para determinacion de cantidad de linfocitos T CD4+ fueron transferidas a
temperatura ambiente al laboratorio de citometria de flujo de la Clinica de Enfermedades
Infecciosas, donde fueron procesadas el mismo dia de la toma de muestra.
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En el caso de la muestra ginecoldgica, los criterios para la toma de muestra fueron: no
estar menstruando o tener menos de tres dias posterior a la ultima menstruacidén, no haber
tenido relaciones sexuales o uso de tampon en las ultimas 48 horas, no haber utilizado
duchas vaginales, no encontrarse en uso de dvulos vaginales, ni la aplicacion de ninguna
crema o ungiiento en el area genital. A toda paciente que no aplico a los criterios para la
toma de muestra ginecologica, se les reprogramo la fecha de toma de muestra.

La toma de muestra ginecoldgica fue realizada por una ginecobstetra capacitada,
realizandola de la siguiente manera: un espéculo descartable sin lubricar se introdujo
vaginalmente a fin de visualizar el cuello del utero. En la unién escamo-columnar, se
tomaron dos muestras, una con espatula de Ayre y la otra muestra con cepillo cervical
(Organizacion Mundial de la Salud, 2007). La muestra tomada con la espatula de Ayre se
utilizd para realizar un frote que se fijo inmediatamente y fue referido para tincion de
Papanicolau para determinacion citologica, en el laboratorio de Citologia del Hospital
Roosevelt. La otra muestra se guarddo en solucidn PreservCyt de Cytyc Corporation
(Marlboroug, Massachussetts) y fue trasladada a la seccion de biologia molecular del
laboratorio de la Clinica de Enfermedades Infecciosas, donde se almacend en refrigeracion
de 2 a 8 °C por no més de un mes; esta muestra fue utilizada para determinar los genotipos
del VPH por medio de la prueba molecular de Linear Array, de Roche Molecular Diagnostics
(Alameda, California).

1.4.4.2 Determinacion de recuento de linfocitos T CD4+ y carga viral para VIH-1

Como pruebas de laboratorio complementarias, de acuerdo a las metodologias que se
utilizan de manera rutinaria en el Laboratorio de la Clinica de Enfermedades Infecciosas se
realizo el recuento de linfocitos T CD4+ y carga viral de VIH-1.

Para la determinacion de recuento de linfocitos T CD4+, se utilizo6 la prueba
FACSCount, de Beckton Dickinson (San José¢, California). La misma consiste en la
determinacion por medio de citometria de flujo, utilizando anticuerpos monoclonales
marcados con fluorocromo Esta prueba de laboratorio se realizd de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (Strauss, y otros, 1996).

Para la determinacion de carga viral de VIH-1 se utilizd la prueba COBAS
Ampliprep/Tagman HIV-1 v.2.0 de Roche Molecular Diagnostics (Alameda, California), con
una alicuota de plasma anticoagulado con EDTA. Este es un ensayo de laboratorio basado en
el principio reaccion en cadena de la polimerasa -PCR- de amplificacion de dcidos nucléicos
in vitro en tiempo real (Fotografia No.l). Esta metodologia se utilizo de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (Pas et al., 2010).
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Fotografia 1: Determinacion de carga viral plasmatica de VVIH-1 utilizando la prueba COBAS Ampliprep/Tagman
HIV-1v.2.0 de Roche Molecular Diagnostics

FUENTE: Proyecto FODECYT 36-2012

1.4.4.3 Prueba citolégica cervical: Prueba de Papanicolau

La citologia cervico-vaginal, estudia las células exfoliadas de la unién escamo columnar
del cuello uterino. Esta prueba citologica con tincion de Papanicolaou constituye el método
por excelencia de tamizaje para deteccion temprana de cancer de cuello uterino.

En el Laboratorio de Citologia del Hospital Roosevelt se realizé la tincion policromica
de Papanicolau: introduciendo secuencialmente las laminas portaobjetos con los frotes en
diferentes soluciones (agua, alcohol etilico a diferentes concentraciones, colorantes, acetona
y xilol) con el proposito hidratar las células y prepararlas para la tincion, colorear los
componentes celulares y facilitar la observacion al microscopio. Una vez procesadas las
laminas se observaron al microscopio Optico con el fin de determinar si eran o no normales la
forma, tamafio, patrén de tincion nuclear y celular; se realizd la interpretacion de los
hallazgos y posteriormente la categorizacion de los resultados (Solomon, Davey, & Kurman,
2002)

1.4.4.4 Prueba molecular para tipificacion de VPH

Se trabajo con la prueba de genotipado “HPV LINEAR ARRAY” de Roche que es una
prueba cualitativa in vitro para la detecciéon del ADN viral en muestras clinicas. La prueba
utiliza la amplificacion del ADN mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y la hibridacion de &cidos nucléicos, permite detectar treinta y siete genotipos de VPH
anogenital en células cervicales: 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54,
55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 (MM9), 81, 82 (MM4), 83 (MM?7),
84 (MMS), IS39 y CP6108.

La prueba de genotipado del “HPV LINEAR ARRAY” se basa en cuatro procesos
principales:
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1. Preparacion de las muestras: la preparacion de las muestras se realiza usando el kit de
extraccion de material liquido AmpliLute prepara el ADN para la amplificacion
mediante PCR. El ADN del VPH se libera por accion de la lisis de las muestras de
células cervicales bajo condiciones de desnaturalizacion a temperaturas elevadas. La
lisis se lleva a cabo ante la presencia de la proteinasa K, un agente caotropico y
detergente. A continuacion se procede al aislamiento y purificacion del ADN en una
columna de extraccion (Fotografia No.2). E1 ADN es recuperado mediante el reactivo
de elucion. El gen de la B-globina se aisla de forma simultanea y sirve como control
interno de la extraccion y amplificacion de cada muestra.

Fotografia 2: Extraccion de &cidos nucléicos: lisis de muestras de células cervicales y purificacién en columna de
extraccion

FUENTE: Proyecto FODECYT 36-2012

2. Amplificacion del ADN mediante PCR: La prueba de genotipado del “HPV LINEAR
ARRAY” utiliza primers biotinilados para definir una secuencia de la region
polimérfica L1 del genoma del VPH, con una longitud de aproximadamente 450
pares de bases. Un lote de primers de VPH presente en la mezcla maestra esta
disefiado para amplificar el ADN del VPH de 37 genotipos, incluidos 13 genotipos de
alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68). Las secuencias de las
sondas de captura estan ubicadas en regiones polimorficas de L1 limitadas por estos
primers. Un par de primers adicional se dirige al gen de la B-globina, usado como
control interno de la extraccion y amplificacion. Este proceso se lleva a cabo en un
termociclador de punto final (Fotografia No.3). La polimerasa de ADN AmpliTaq®
Gold se utiliza para “iniciar en caliente” la amplificacion del ADN de VPH y de la B-
globina. Primero se calienta la mezcla de reaccion de la PCR para activar la
polimerasa de ADN AmpliTaq® Gold y para desnaturalizar el ADN para exponer las
secuencias de la region objetivo de los primers. A medida que la mezcla se enfria, los
primers inician la fase de anidacion especifica con el ADN. La polimerasa de ADN
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AmpliTaq® Gold, en presencia de Mg2+ y un exceso de dNTP, cataliza la
elongacion del ADN. La amplificacion se produce solo en la region del genoma de
VPH (450 pares de bases) o del gen B-globina (268 pares de bases) comprendida
entre el par de primers. No se amplifica el genoma completo.

Fotografia 3: Amplificacion del ADN mediante PCR en un termociclador de punto final, usando primers especificos
de VPH y R-globina

FUENTE: Proyecto FODECYT 36-2012

La amplificacion selectiva del acido nucleico de la muestra se logra en la prueba
de genotipado del “HPV LINEAR ARRAY” mediante el uso de la enzima AmpErase
(uracil-N-glicosilasa) y el trifosfato de desoxiuridina (dUTP). La enzima AmpErase
reconoce y cataliza la destruccion de las cadenas de ADN que contienen
desoxiuridina, pero no del ADN que contiene desoxitimidina. La desoxiuridina esta
siempre presente en el amplicon debido al uso de trifosfato de desoxiuridina; este
nucledtido hace susceptible al amplicon a la destruccion por la enzima AmpErase
antes de la amplificacion del ADN, evitando asi la contaminacion con amplicones. La
enzima AmpErase, cataliza la escision del ADN que contiene desoxiuridina en la
posicion de los residuos de desoxiuridina abriendo la cadena de desoxirribosa en la
posicion C1. Cuando se calienta en el primer paso del ciclo térmico al pH alcalino de
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la mezcla maestra, la cadena de ADN del amplicon se rompe en la posicion de la
desoxiuridina, lo que hace que el ADN ya no pueda amplificarse. La enzima
AmpErase es inactiva a temperaturas superiores a los 55°C y por consiguiente, no
destruye el amplicon objetivo.

3. Reaccién de hibridizacion: Después de la amplificacion del ADN, una solucion
desnaturalizante es afiadida al amplicon para generar ADN monocatenario y permitir
asi la hibridizacion con las sondas especificas de VPH y de B-globina. El amplicon
desnaturalizado es transferido a la bandeja de tipificacion, que contiene tampon de
hibridizacion y una tira de genotipado del “HPV LINEAR ARRAY” revestida con
sondas de VPH y de B-globina (Fotografia No. 4). El amplicon marcado con biotina
se hibridiza con alguna de las sondas oligonucle6tidas sélo si el amplicon contiene la
secuencia correspondiente de la sonda complementaria. Ademas, la tira de
genotipado del “HPV LINEAR ARRAY” estd revestida con una sonda
oligonucledtica de reaccion cruzada que se hibridiza con los genotipos 33, 35, 52 y
58 del VPH.

Fotografia 4: Hibridizacion especifica del amplicon biotinilado con sondas de los genotipos de VPH y del gen de la
3-globina

FUENTE: Proyecto FODECYT 36-2012

4. Reaccion de deteccion: después de la reaccion de hibridizacion, la tira de genotipado
del HPV LINEAR ARRAY se lava para eliminar todo el material no fijado. A
continuacion, se afade a la tira el conjugado de estreptavidina y peroxidasa de rabano
picante. El conjugado se une al amplicon marcado con biotina e hibridizado con las
sondas de la tira. Tras lavar nuevamente la tira para eliminar el conjugado y
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peroxidasa que no se ha fijado, se afiade a cada tira una solucion substrato que
contiene perdxido de hidrogeno y 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB). En presencia
de peroxido de hidrégeno, el conjugado de estreptavidina y peroxidasa de rabano
picante cataliza la oxidacion de la TMB para formar un complejo de color azul que se
precipita en las posiciones de las sondas donde ha tenido lugar la hibridizacion
(Fotografia No. 5). La tira de genotipado del “HPV LINEAR ARRAY” se lee
visualmente comparando el patron de las lineas azules con la guia de referencia de la
tira de genotipado del “HPV LINEAR ARRAY™ a fin de validar el ensayo, evaluar la
deteccion del virus (ver anexo No.3) y, con base a los patrones de lineas, establecer
cudl o cudles son los genotipos de VPH detectados.

Fotografia 5: Deteccion colorimétrica de la hibridizacion especifica del amplicon biotinilado con sondas de los
genotipos de VPH y del gen de la 3-globina

FUENTE: Proyecto FODECYT 36-2012
El resultado del control negativo debia ser: ausencia de bandas positivas. El

resultado del ensayo del control positivo debia ser: deteccion de genotipo 16 del
VPH, control alto de B-globina y control bajo de B-globina.
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1.4.5 Analisis estadistico

1.4.5.1 Registro de Datos

Se registraron los datos en una base de datos elaborada en Epilnfo, donde se consigno
toda la informacién contenida en la boleta de recoleccion de datos (anexo 2), que incluyd
datos demograficos, factores de riesgo, asi como datos de laboratorio accesorios, recuento de
linfocitos TCD4+ y determinacion de carga viral de VIH-1; asi como resultado de
Papanicolau y prueba molecular de VPH.

1.4.5.2 Analisis de Resultados

Se realizo estadistica descriptiva para las caracteristicas generales de la poblacion,
distribucion por edades, lugares de procedencia, frecuencia de genotipos y de factores de
riesgo.

Se realizd una prueba de hipotesis para variables categoricas, por medio de chi cuadrado
con un 95% de confianza; y para correlacionar variables categoéricas con numéricas, se
realiz6 analisis de varianza, también con un 95% de confianza.

Se determind el odds ratio (OR) para establecer la relacion entre los diferentes factores
de riesgo evaluados, y la presencia de VPH en las pacientes. De igual manera, se realizé el
OR para comparar la presencia de genotipos de alto riesgo con dichos factores de riesgo y
con los hallazgos citoldgicos.

1.4.6 Consideraciones Eticas
Esta propuesta de investigacion fue sometida para evaluacion y aprobacion del

Departamento de Docencia, Investigacion y Comité de Etica del Hospital Roosevelt (ver
anexo No 4).

Las pacientes seleccionadas en el muestreo fueron invitadas a participar en este estudio,
indicandoles que la participacion era de caracter voluntario y que no se les suspenderia
ningln servicio regular de seguimiento o tratamiento en caso decidieron no participar en el
estudio. Los médicos responsables de enrolarlos en el estudio les explicaron a cada
participante detenidamente y de manera comprensible, los objetivos del estudio, el tipo de
muestra que se obtendria y para que se utilizarian dichas muestras; asi como el seguimiento y
tratamiento que tendrian, dependiendo de los resultados. Las pacientes fueron informadas
sobre los riesgos y beneficios de participar en el estudio. Ademas, se recalco el caracter
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voluntario de la participacion en el estudio, asi como la posibilidad de retirarse del mismo,
sin que esto afectara la atencion médica y de laboratorio recibida.

El presente estudio consistié en una mejora en el diagndstico de los pacientes, y un
apoyo para el seguimiento de las pacientes VIH positivo. Los riesgos asociados a la toma de
muestra ginecoldgica y sanguinea, fueron minimos. En ambos casos, todo material utilizado
era estéril y nuevo, descartado luego de la utilizacion en cada paciente. El personal que
realiz6 la toma de muestra de ambos tipos, es personal con experiencia en la extraccion de
este tipo de muestras, lo cual permitié la disminucion de los posibles riesgos asociados a la
toma de muestra.

En este estudio no se dieron incentivos por participar en el estudio, para no coaccionar a
los participantes, por medio de la entrega de un incentivo monetario. La seleccion de los
participantes se realiz6 de manera aleatoria, esto permitid dar la misma oportunidad de
participar a todas las pacientes de sexo femenino que reciben terapia antirretroviral que
asisten regularmente a la Clinica de Enfermedades Infecciosas.

A cada paciente que decidié voluntariamente participar en el presente estudio, firmé una
forma de consentimiento informado (anexo 1), el cual fue previamente aprobado por el
Comité de Docencia y Etica del Hospital Roosevelt. El consentimiento informado fue leido
y explicado en su totalidad por el médico a cargo de la evaluacion.

El estudio incluyd un cuestionario sobre datos demogréficos y factores de riesgo. El
mismo fue explicado y preguntado por el médico que evalud a la paciente. Se asegurd la
adecuada comprension de la paciente a cada pregunta y se explicd sobre la confidencialidad
del mismo.

Con respecto a la confidencialidad de los datos, todos los datos clinicos e identidades de
los participantes fueron manejados con estricta confidencialidad, asignadndoles un codigo
numérico a los participantes del estudio. Los datos recolectados en el cuestionario, solamente
fueron consultados por el investigador principal e investigadores asociados del estudio. Al
ser archivados los resultados al expediente del paciente, los datos de nimero de registro
médico fueron manejados de manera confidencial, tanto por el personal que forma parte del
estudio como por el personal de la Clinica de Enfermedades Infecciosas.

Los hallazgos del estudio se dardn a conocer a la comunidad cientifica, respetando la
confidencialidad de las pacientes que participaron en el estudio.
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1.4.6.1 Seguimiento
El seguimiento a las parejas y nucleos familiares de pacientes positivos a VIH se

encuentra establecido en la Clinica de Enfermedades Infecciosas, acorde al Decreto Ley 27-
2000. El o la paciente debe notificar en 10 dias habiles a su pareja(s) de su diagndstico
conforme y realizarse la prueba voluntariamente si lo desea en la clinica para brindarle una
atencion integral (Congreso de la Republica de Guatemala, 2000).

Con relacion a este estudio, los resultados de los ensayos de laboratorio y copia del
consentimiento informado fueron adjuntados al expediente médico. El seguimiento clinico
fue de acuerdo al protocolo actual que se sigue en la Clinica de Enfermedades Infecciosas.

Las pacientes con resultado positivo a VPH, fueron evaluadas por la médica ginecéloga
de la clinica, quien hizo la correlacion con los hallazgos clinicos, citolégicos, colposcopicos
o histopatologicos, para decidir la mejor decision terapéutica y de seguimiento.

1.4.7 Aspectos de seguridad laboral y ambiental

1.4.7.1 Riesgos bioldgicos / bioseguridad:

Todas las areas de analisis de muestras estan restringidas al publico. Se contd con
provision constante de agua potable. El abastecimiento de insumos de proteccion personal
(batas de manga larga, guantes de latex, lentes de bioseguridad, etc.) fue constante
(Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, 2006).

El laboratorio de la Clinica de Enfermedades Infecciosas trabaja segun los
procedimientos y practicas estandar de bioseguridad, basandose en lineamientos
internacionales de referencia como el manual de bioseguridad en el laboratorio de la
Organizacion Mundial de la Salud y el manual de bioseguridad de los Centros de Control y
Prevencion de Enfermedades-CDC- (Organizacion Mundial de la Salud, 2005). El personal
de laboratorio tenia el esquema completo de vacunacion de hepatitis B.

1.4.7.2 Riesgos fisicos:

El laboratorio de la Clinica de Enfermedades Infecciosas tenia extinguidores portatiles
de incendios que permanecen cargados y en buen estado de funcionamiento. Las
instalaciones eléctricas estan en buenas condiciones, intramuros o recubiertas de material
adecuado para tal efecto (Organizacion Mundial de la Salud, 2005).

1.4.7.3 Manejo de desechos solidos hospitalarios:

Los desechos generados durante las diferentes etapas de atencidon fueron separados y
clasificados en recipientes identificados y embalados para su facil manejo, segun las normas
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establecidas en el acuerdo gubernativo 509-2001 sobre el reglamento para el manejo de
desechos solidos hospitalarios (Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, 2001)

Los desechos infecciosos fueron descartados en bolsas rojas, incluyendo: materiales
procedentes de aislamientos de pacientes (desechos bioldgicos, algodones, gasas, guantes),
materiales biologicos (muestras almacenadas), sangre humana y productos derivados.

Los desechos punzocortantes fueron descartados en recipientes identificados y
resistentes a la perforacion. Estos desechos incluyen agujas hipodérmicas, agujas, bisturies y
lancetas. Los desechos bioinfecciosos fueron trasladados al centro de acopio temporal del
Hospital Roosevelt. Posteriormente la empresa Ecotermo recolect6 y transport6 los desechos
a una planta de tratamiento para su disposicion final (Ministerio de Salud Publica y
Asistencia Social, 2001)
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PARTE II

MARCO TEORICO

A. Caracteristicas del Virus de Papiloma Humano

El virus de papiloma humano (VPH) es un virus sin envoltura con capside
icosaédrica compuesta de 72 capsémeros que contienen las proteinas L1 y L2 (Sapp
& Volpers, 1995). El genoma viral consiste de una sola cadena de ADN bicatenario
circular de aproximadamente 7,900pb. Si bien el ADN de estos virus es bicatenario,
el genoma de los papilomavirus estd organizado de tal manera que todos los marcos
de lectura-ORF- (por sus siglas en inglés: open reading frame) estan localizados en
una sola hebra del ADN (Fields et al., 2001). El genoma est4 funcionalmente dividido
en tres regiones; la primera es una region regulatoria no codificante de 400 a 1,000pb
llamada LCR (por sus siglas en inglés: long control region) que regula la replicacion
del ADN mediante el control de la transcripcion de los OFRs. La regién LCR es la de
mayor variabilidad genética del VPH (E. M. Burd, 2003).

La segunda region del genoma viral codifica los genes tempranos, es decir los
ORF EIl, E2, E4, ES5, E6 y E7 que estan relacionados con la replicacion viral y
oncogeénesis (E. M. Burd, 2003). Tres de las proteinas tempranas, ES, E6 y E7, tienen
propiedades que interfieren con las funciones celulares que normalmente impiden el
crecimiento excesivo, ya que inactivan proteinas supresoras del crecimiento celular
(McLaughlin-Drubin & Miinger, 2009) permitiendo que las células infectadas pasen
de la fase-G1 a la fase-S celular (en la que se realiza la sintesis de ADN) en lugar de
diferenciarse, de manera tal que el virus tiene disponible la maquinaria replicativa
celular para llevar a cabo la replicacion viral; esta regulacion del crecimiento celular
por los oncogenes E6 y E7 estd directamente asociado con las propiedades

cancerigenas del VPH (Zuckerman, Banatvala, Pattison, Griffiths, & Schoub, 2004).
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La tercera region corresponde a los genes tardios que codifican las proteinas
estructurales L1 y L2 de la capside viral. Cada capsémero es un pentadmero de la
proteina mayor L1. Cada capside viral contiene aproximadamente 12 copias de la

proteina menor L2 (Sapp & Volpers, 1995).

Los papilomavirus tienen tres modos de replicacion de su genoma. El primero
corresponde a la infeccidon primaria o inicial en los keratocitos basales, en los que se
da una amplificacion del genoma viral de aproximadamente 50-100 copias. La
segunda fase corresponde a la persistencia del genoma viral de las células basales en
divisién de la porcion inferior de la epidermis; en estas células, el ADN viral se
mantiene estable replicdndose en promedio de una copia por fase-S del ciclo celular
de replicacion. El tercer tipo de replicacion viral, llamada replicacion vegetativa,
ocurre en las células epiteliales mas diferenciadas en las que se generan los genomas

virales a ser empacados en los viriones (Fields et al., 2001).

En el caso del VPH16, su expresion celular varia en células de lesiones
premalignas de las lesiones malignas; en lesiones intraepiteliales escamosas de bajo y
alto grado, el ADN viral se encuentra libre en su forma bicatenaria circular, mientras
que en las células cancerosas, el ADN viral se encuentra integrado al genoma celular.
Esta integracion es aleatoria en los cromosomas celulares, pero a nivel viral la
integracion se da a nivel de los genes E1 o E2, de manera tal que no se ven afectados

los oncogenes E6 y E7, permitiendo su continua expresion (Zuckerman et al., 2004).

. Clasificacion de los papilomavirus

A la fecha, se ha caracterizado la secuencia nucleotidica completa de mas de 240
tipos de virus pertenecientes a la familia Papillomaviridae, descubiertos en una
amplia gama de vertebrados (Van Doorslaer, 2013). Los papilomavirus estan
clasificados en 5 supergrupos seglin su evolucion genética deducida a partir del grado
de similitud de su ADN. En el supergrupo A se incluye a los virus de papiloma

humano (VPH) que afectan los genitales, en el supergrupo B se agrupan los virus
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asociados a epidermodisplacia verruciforme, el supergrupo C agrupa a los virus de
fibropapilloma de ungulados, en el supergrupo D estan los papilomavirus bovinos, y
en el supergrupo E estan los papilomavirus cutaneos que afectan a humanos y otros
animales. El supergrupo A incluye 11 grupos, los B y C incluyen 2 grupos cada uno y

los D y E tienen un solo grupo cada uno (Fields et al., 2001; Zuckerman et al., 2004).

Cada uno de los VPH exhibe un tropismo particular por sitios anatomicos
especificos, de los cuales 40 pueden infectar al ser humano por via sexual mediante
contacto directo con piel o mucosas. La clasificaciéon de los VPH estd basada en
diferencias en su secuencia genomica de los ORF L1, E6 y E7 se divide en tipos
cuando la diferencia es mayor al 10% (E.-M. de Villiers, 2013; E. De Villiers,
Fauquet, & Broker, 2004). Un mismo tipo puede ser dividido en subtipos cuando hay
diferencias de 2-10% y en variantes cuando las diferencias en la secuencia del tipo
varian entre 2% en regiones codificantes y 5% en regiones no codificantes (Lizano,

Berumen, & Garcia-Carrancd, 2009; Ong, Chan, & Campo, 1993).

Los tipos de VPH se pueden clasificar por su localizacion, en cutaneos y
mucosos, y por su riesgo oncogénico. La agencia internacional para investigacion del
cancer (International Agency for Research on Cancer, IARC) de la Organizacion
mundial de la salud (OMS) los clasifica como ‘“carcinogénicos”, “probablemente
carcinogénicos” y “posiblemente carcinogénicos”. Los genotipos 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 66 han sido asociados en el desarrollo del céncer

cervicouterino (World Health Organization, 2007).

. Manifestaciones clinicas y patogénesis viral

La infeccion por VPH puede ser asintomadtica o sintomatica y esta definida en
gran medida por el tipo de VPH. La infeccidn latente o inactiva esta relacionada con
los VPH de bajo riesgo 6 y 11; esta infeccidon se caracteriza por ser asintomadtica y el
area afectada permanece citologicamente normal. Por otro lado, las

verrugas/condilomas anogenitales son un tipo de manifestacion clinica de la infeccion

23



por VPH, generalmente asociadas los tipos 6 y 11. Por lo general son asintomaticas y
puede resolverse espontaneamente en 3 a 4 meses o incrementar en tamafio y nimero.
El tratamiento puede incluir ablacién o medicamentos topicos como podofilina 0.5%.
Finalmente, la infeccion activa con VPH de alto riesgo se caracteriza por cambios
celulares mediados por el virus que pueden resultar en neoplasia de pene, uretra,

vejiga, vagina, vulva o cérvix (E. M. Burd, 2003).

La patogénesis del VPH estd relacionada con la expresion de sus proteinas
tempranas no estructurales. A fin de facilitar la replicacion viral en células
completamente diferenciadas, las proteinas E6 y E7 interfieren en los mecanismos de
control de crecimiento y diferenciacion celular. La proteina E6 se une y media la
degradacion de la proteina de supresion tumoral-p53-, de esta manera inhibe la
apoptosis, la reparacion del ADN y el control en la fase G1 del ciclo celular
(Scheffner, Werness, & Huibregtse, 1990). Para evitar el acortamiento de los
teldmeros por la constante division celular, la proteina E6 activa la transcripcion de la
telomerasa transcriptasa inversa-hTERT- (por sus siglas en inglés: telomerase reverse
transcriptase) causando la inmortalizacion celular (McLaughlin-Drubin & Miinger,

2009).

La proteina celular retinoblastoma-pRB- es una proteina inhibidora del factor de
transcripcion celular E2F-1 que media la transcripcion de los genes requeridos para
que la célula entre en la fase S del ciclo celular. La proteina viral E7 se une a pRB y
media su degradacion, resultando en la promocion de la sintesis de ADN vy
proliferacion celular (Dyson, Guida, Miinger, & Harlow, 1992; Syrjanen & Syrjénen,
1999). En HSIL y céancer, el ADN del VPH esta por lo general integrado al genoma
celular, situacion que interrumpe o elimina el ORF E2, proteina que reprime la
transcripcion de los genes E6 y E7 (Lizano et al., 2009). Como consecuencia, la
infeccion por VPH propicia la excesiva proliferacion celular en la capa basal, aunado
al incremento de procesos de mitosis, algunos anormales, y a la acumulacion de ADN
dafiado que no puede ser reparado; eventualmente, en un periodo de 10 a 20 afios, el

tejido es transformado a células cancerosas (Holowaty & Miller, 1999).
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D. Aspectos inmunolégicos de la infeccion por VPH
En la mayoria de los casos de infeccion por VPH se caracterizan por el
aclaramiento viral mediado por el sistema inmune en respuesta humoral y celular. La
respuesta humoral conlleva la produccion de anticurepos neutralizantes que previenen
que las particulas virales penetren las células epiteliales. Por lo general se requiere
entre 6 y 18 meses para montar la respuesta humoral especifica contra un epitopo L1.
Esta respuesta humoral es leve y no es suficiente para prevenir nuevas infecciones

(Dochez, Bogers, Verhelst, & Rees, 2014).

Cuando las particulas virales penetran las células epiteliales, estas son
decapsidadas, perdiendo las proteinas L1 y L2, por lo que los anticuerpos especificos
contra el epitopo L1 que han sido generados, dejan de ser efectivos. Por lo tanto, el
proceso de aclaramiento viral depende de la respuesta celular, mediada por las células
T citotoxicas que reaccionan contra células epiteliales infectadas, mediante el

reconocimiento de las proteinas no estructurales como E6 y E7 (Dochez et al., 2014).

E. Vacunacion y respuesta inmune

Las vacunas comercialmente disponibles estdn basadas en pseudoparticulas
virales que contienen la proteina L1. Este tipo de vacunas contienen adyuvantes que
propician una respuesta humoral mucho mayor a la respuesta humoral que se da en

una infeccion natural (Dochez et al., 2014).

Las vacunas contra VPH se han desarrollado con ingenieria recombinante que
permite la expresion de la proteina L1 en levaduras o baculovirus; las proteinas L1
resultantes son ensambladas en pseudoparticulas virales, similares en tamafio a los
VPH, que no contienen el genoma viral y por ende no son infectivas ni oncogénicas.

Existen dos vacunas, una bivalente y otra tetravalente, es decir que ambas protegen
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contra los tipos VPH16 y 18, pero la tetravalente también protege contra VPH6 y
VPHI11 (Chelimo, Wouldes, Cameron, & Elwood, 2013).

Ambos tipos de vacunas son administrados en tres dosis y tienen cierto grado
de proteccion cruzada contra otros tipos de VPH, debido a las similitudes
filogenéticas de L1 entre diferentes tipos de VPH; por ejemplo, la vacuna tetravalente
ha mostrado proteccion cruzada contra VPH31, y la bivalente contra VPH31, 33 y 45
(Malagoén, Drolet, Boily, & Franco, 2012). Esta proteccion cruzada recientemente ha
sido evidenciada también en infecciones naturales por tipos de VPH genéticamente
similares, incluso reduciendo el riesgo de progresion a lesiones intraepiteliales
escamosas de alto grado en mujeres con VIH (Sobota, Ramogola-Masire, Williams,

& Zetola, 2014).

Las vacunas disponibles comercialmente proveen proteccion para el 70% de
los casos de céancer cervical de células escamosas. Para aumentar este porcentaje,
actualmente se estan realizando ensayos clinicos con vacunas que incluyen nueve
tipos de VPH en una vacuna que ha agregado los tipos VPH31, 33, 45 y 52 a la
vacuna tetravalente. Matematicamente se ha estimado que podria elevarse el nivel de
proteccion del 70% al 90% de los cancer cervicales de células escamosas (Serrano,

Alemany, & Tous, 2012).

La principal limitante de las vacunas basadas en la proteina viral L1 es que la
respuesta inmune que se genera es especifica de tipo de VPH, y aunque se puede
generar proteccion cruzada y se incluyan mas tipos de VPH, las vacunas basadas en
L1 no logran una cobertura total como vacuna pangendmica, que seria mas facil y
econdomica de producirse y, que por ende, permitiria aumentar las coberturas de
vacunacion en paises con recursos limitados. Si bien la proteina L1 se encuentra de
manera abundante en el core viral, la proteina L2 se encuentra en mucho menor
proporcion y es expuesta al sistema inmune, por cambios conformacionales, hasta
después de que el virus se une a la membrana celular, siendo este un periodo breve de

exposicion que no permite la generacion de anticuerpos neutralizantes. Esta menor
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exposicion al sistema inmune puede explicar el alto nivel de conservacion en la
secuencia aminoacidica de L2, es mas, la region entre los aminoéacidos 20 y 38 es
altamente conservada entre los tipos de VPH de alto riesgo y por ello es que otra
linea de investigacion en vacunas contra el VPH es el desarrollo de vacuna dirigido
contra la proteina L2. Si bien la principal limitante es que L2 es pobremente
inmunogénico, se ha sugerido que, debido al rol de L2 en la entrada viral y el trafico
intracelular, una vacuna basada en L2 podria ser terapéutica aunque no genere

anticuerpos neutralizantes (Dochez et al., 2014).

Cancer cervical y su asociacion con la infeccion con VPH

Los mecanismos de patogénesis del VPH para controlar el crecimiento y
diferenciacion celular han sido ampliamente estudiados. Sin embargo, no todas las
personas que se infectan con un tipo de VPH de alto riesgo, desarrollan cancer, es
mas muchas de las infecciones son transitorias, con regresion espontanea o sin
lesiones. Si bien el sistema inmune juega un rol en la evolucion de la infeccion, no
esta claro por qué el resultado de la infeccion por VPH puede ser tan variado, desde
una infeccion asintomatica y transitoria a una que progrese a cancer (Zuckerman et

al., 2004).

La lesion genital mas comun causada por la infeccion con VPH son las
verrugas genitales, principalmente asociadas a la infeccion por VPH16 y VPHI1.
Estas lesiones son benignas por lo general, y su conversion a lesiones malignas es
rara, descrita unicamente en poblacién con inmunodeficiencias (Zuckerman et al.,

2004).

En el caso de las lesiones causadas por VPH de alto riesgo cancerigeno, estas
localizan principalmente en el cuello uterino, aunque también pueden identificarse en
la pared vaginal, vulva y region perianal. Las lesiones premalignas en el cuello
uterino ocurren en la zona de transformacion celular, la zona de metaplasia entre el

epitelio escamoso basal del exocervix y el epitelio columnar del canal endocervical,
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de donde las células cancerosas migran al utero y a los nodulos linfaticos proximos

(Zuckerman et al., 2004).

. Diagnostico de infeccion por VPH

Citologia cervicovaginal

En la actualidad la exploracion ginecoldgica y la realizacion de citologias
periddicas (prueba de Papanicolaou) en las mujeres sexualmente activas son las
estrategias que han permitido el diagnostico temprano y el control de las lesiones
precancerosas, con disminucion importante de la frecuencia de cancer de cuello
uterino. El Papanicolau es la herramienta de tamizaje que permite identificar cambios
en las células cervicales. El sistema actual de reporte del Papanicolau es el Sistema
Bethesda 2001 que clasifica las anormalidades en las células escamosas en cuatro
categorias: células escamosas atipicas-ASC- (por sus siglas en inglés: atyical
squamous cells), LSIL, HSIL y carcinoma de cé€lulas escamosas (Solomon et al.,
2002). La categoria ASC contiene dos subcategorias: ASCUS en la que se incluyen
las lesiones sugestivas de LSIL y la subcategoria ASC-H (por sus siglas en inglés:
atypical squamous cells, cannot exclude HSIL) que por lo general es indicador de

referencia para colposcopia (E. M. Burd, 2003).

El Papanicolau tiene como limitantes que aproximadamente el 8% de las
muestras son inadecuadas y que resultados falsos negativos han sido reportados en
tasas de hasta 20-30%. Las estrategias para mejorar el diagnostico citologico incluyen
el uso de medios automatizados para la preparacion de la muestra y lectura de los
resultados, asi como el uso de tinciones inmunohistoquimicas para deteccion del VPH

(E. M. Burd, 2003).
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Métodos moleculares

La mayor parte de los métodos de identificacion directa de infeccion por VPH
estan basados en la deteccion del genoma del virus. De manera ideal, un método para
la deteccion del ADN de VPH debe ser capaz de detectar, identificar y cuantificar la
presencia de multiples tipos de VPH.

Actualmente, la tecnologia disponible para la deteccion molecular del ADN viral,
consiste en sistemas de hibridacion directa en soporte solido (hibridacion in situ,
Southern blotting), hibridacion en soporte liquido (captura de hibridos) y los métodos
basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando oligonucleétidos
sintéticos especificos y/o consenso para su aplicacion en métodos “in house” y

comerciales (Abreu, Souza, Gimenes, & Consolaro, 2012).

. Tratamiento

El 90% de los casos de anormalidades citologicas asociadas con VPH son
transitorios y revierten espontaneamente entre 12 y 36 meses. La reversion del dafio
citologico correlaciona inversamente con la severidad de la lesion cervical; solamente
una pequefia proporcion del dafio cervical leve o moderado, progresa a cancer
invasivo, pero el riesgo de progresion a carcinoma en el caso de dafio celular severo

es de al menos 12% (E. Burd, 2003).

Diversos factores, tales como predisposicion genética, frecuencia de
reinfecciones, variacion genética entre tipos de VPH, coinfeccion con mas de un tipo
de VPH, niveles hormonales y la capacidad de respuesta inmune median la capacidad
de aclaramiento viral durante la infeccion por VPH. En general, las lesiones no
invasivas intraepiteliales identificadas solamente a nivel microscopico son tratadas
con procedimientos ablativos superficiales como crioterapia o tratamiento con laser;
con crioterapia, el tejido anormal es congelado con una sonda de manera repetitiva

para inducir la necrosis de las células anormales. El tratamiento con laser es mas
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efectivo que la crioterapia, y el tejido sana mas rapidamente, pero el procedimiento es

mas costoso(E. M. Burd, 2003).

La escicision elctroquirargica es considerada el tratamiento de eleccion para
lesiones escamosas no invasivas; en este procedimiento, son eliminadas las células de
la zona de trasnformacion y las del canal endocervical. Esta alternativa es menos
costosa que la terapia con laser y, ademas, preserva el tejido removido para analisis
histologicos (E. M. Burd, 2003). La detecciéon molecular del ADN del VPH puede
ser util para detectar lesiones residuales después de este tratamiento, siendo mas
sensible que la deteccion de anormalidades citoldgicas. El valor predictivo negativo
de la ausencia de ADN de VPH de alto riesgo y resultados normales de citologia es

de hasta 99% (Nobbenhuis et al., 2001).

El cancer invasivo en etapa temprana es tratado con histerectomia radical o
con radioterapia, a la que puede sumarse quimioterapia. Los cancer en etapa
avanzada son manejados con radioterapia del tumor primario y de los sitios a los que

pudo haber metastasis (E. M. Burd, 2003).

Algunos agentes antivirales e inmunomoduladores han sido evaluados como
tratamiento para las lesiones cervicales asociadas al VPH. Uno de estos agentes
antivirales es el cidofovir que tiene amplio espectro de accion contra virus de ADN y
su uso ha logrado inhibir la proliferacion celular cuando ha sido expuesto a lineas
celulares de carcinoma humano que tienen VPHI16 o 18, asi como en queratinocitos
cervicales que han sido inmortalizados por el VPH33 (Andrei, Snoeck, Piette,
Delvenne, & De Clercq, 1998). Ademas de los hallazgos in vitro, el cidofovir ha sido
usado en gel con aplicaciones topicas en dias alternos en mujeres con neoplasia
cervical intraepitelial, evidenciandose respuesta completa o parcial en al menos el
80% de los casos (Snoeck, Noel, Muller, De Clercq, & Bossens, 2000). Otro
medicamento que se ha utilizado es la podofilina, un agente citotdéxico que detiene el

proceso de mitosis, en combinacion con vidarabina, un inhibidor de la ADN
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polimerasa, logrando la regresion de las lesiones cervicales y la eliminacion del

VPH16 o 18 en el 81% de las pacientes tratadas (E. M. Burd, 2003).

Recientemente se ha estado investigando el potencial uso de la interferencia
basada en ARN (RNAi) como terapia anticancerigena ya que los oncogenes E6 y E7
son expresados unicamente en las células cancerosas. Este método consiste en
silenciamiento  génico basado en secuencias especificas usando ARN
complementario. Los RNAi anti E7 o anti E6/E7 promueven la acumulacion de p53
y/o pRB, induciendo la apoptosis de las lineas celulares con VPH16 o 18, siendo
entonces una alternativa terapéutica el método de silenciar a los onocogenes E6 y E7

(Jung, Rajasekaran, Ju, & Shin, 2015).

Epidemiologia

La transmision de VPH es por contacto directo. A nivel global, la infeccion por
VPH es la infeccion de transmision sexual mas frecuente; el 80% de las mujeres a la
edad de 50 afios habran estado expuestas al virus (Myers & McCrory, 2000). Se han
identificado alrededor de 30 tipos de VPH que son transmitidos sexualmente y que
infectan el cérvix, vagina, vulva, pene y ano (E. M. Burd, 2003). A nivel global, la
infeccion por VPH se ha relacionado con el 99.7% de los cancer de células escamosas
de cuello uterino (Walboomers, 1999). Los adenocarcinomas de cérvix también se
han relacionado con la infeccion por VPH, pero con una correlacion menor
dependiente de la edad; en mujeres menores de 40 afios el VPH esta presente en el
89% de los casos de adenocarcinoma, mientras que en mujeres de 60 afios 0 mas,

solamente en el 43% (Andersson, Rylander, & Larsson, 2001).

La presencia de multiples genotipos de VPH tiende a aumentar la severidad de la
enfermedad cervical. Multiples genotipos, usualmente con al menos uno de alto
riesgo, se ha encontrado en el 11.8% de los pacientes con citologia normal o células
escamosas atipicas de significancia indeterminada-ASCUS- (por sus siglas en inglés:

atypical squamous cells of undetermined significance), y en 34.5% de pacientes con
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discariosis leve o moderada. Sin embargo, la prevalencia de multiples genotipos fue

menor (4.4%) en muestras de tejido de cancer cervical (Kleter & Doorn, 1999).

Un factor que se ha empezado a considerar como importante en el desarrollo de
neoplasia cervical es el rol de las variantes de los genotipos de VPH (Lizano et al.,
2009). Por ejemplo, la variante asidtico-americana del VPH-16 tiene una mayor
capacidad oncogénica comparada con la variante europea (Berumen & Ordofiez,
2001). Las variantes de VPH difieren en caracteristicas bioldgicas y quimicas y en su
patogenia. Sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual las mutaciones de las
variantes de los genotipos de VPH se relacionan con una mayor actividad oncogénica

(Giannoudis & Herrington, 2001).

Entre los factores de riesgo asociados a la infeccion por VPH se encuentran edad
temprana de primera relacion sexual y lo antecedentes de multiples parejas sexuales o
pareja con historia de multiples parejas sexuales. El uso de condén no protege
adecuadamente contra la infeccion por VPH, ya que el virus puede ser transmitido
por contacto con tejidos no protegidos por el condén (Chelimo et al., 2013; Roset

Bahmanyar et al., 2012).

La infeccion por VPH es mas comun en mujeres sexualmente activas de 18 a 30
afos de edad, sin embargo, el cancer de cérvix es mas comun en mujeres mayores de
35 afios, lo que sugiere infeccion a edad temprana y lenta progresion a céancer. La
persistencia de la infeccion es mas comun con tipos de VPH de alto riesgo, siendo un
determinante importante en el desarrollo de cancer de cérvix (Adam, Berkova, &

Daxnerova, 2000; E. M. Burd, 2003).

La infeccion con VPH de alto riesgo es necesaria mas no suficiente para el
desarrollo de cancer. Factores coadyuvantes han sido reportados. La respuesta
inmune celular es la principal defensa contra la infeccion por VPH; por lo tanto,
condiciones que interfieren en la respuesta inmune celular, como la infeccion por el

Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) incrementa el riesgo de infeccion y
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persistencia del VPH (Cubie & Seagar, 2000; Torrisi, Mistro, & Onnis, 1999). La
exposicion prolongada a anticonceptivos orales y fumar han sido reportados también

como factores de riesgo (Adam et al., 2000; Zuckerman et al., 2004).

A nivel global, en mujeres el cancer cervical es la segunda causa mas comun de
muerte por cancer. En paises en desarrollo, el cancer cervical es el cancer mas comun
en mujeres (E. M. Burd, 2003). M¢éxico y Centroamérica tienen unas de las tasas de
incidencia de cancer de cérvix mas altas en el mundo; en el afio 2000, segin la
Organizaciéon Mundial de la Salud, la tasa de incidencia y mortalidad para Centro

América fue de 40.28 y 17.03 por 100,000 habitantes, respectivamente (Lewis, 2004).

En un estudio en Guatemala en el afo 2007 determino en mujeres una
prevalencia de VPH 38% y 67% en poblacion general y trabajadoras sexuales,
respectivamente; fue mayor la prevalencia de VPH de alto riesgo en trabajadoras
sexuales que en poblacion general (21.6% [IC95% 17.0-26.7] vrs 49.2% [1C95%
43.3-55.0], P<0.001). En los casos con citologia normal, los genotipos de VPH mas
prevalentes fueron 51, 66 y 16; en los casos de citologia anormal, los genotipos 58 y

16 fueron los mas prevalentes (Valles et al., 2009).

En el afio 2004, el Instituto Nacional de Cancerologia (INCAN) report6 en
Guatemala una tasa de incidencia de cancer invasivo de cérvix de 39.6 y céncer in
situ de cérvix de 7.8 por 100,00 habitantes (Garcés, 2005). En la Clinica de
Enfermedades Infecciosas del Hospital Roosevelt entre los afios 2005 y 2009, en
pacientes en edad reproductiva, no gestantes, con un diagnostico de VIH/Sida se
reportaron 29% de citologias de cérvix como anormales. El 69% de las citologias
anormales correspondieron a lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado —
LSIL- (por sus siglas en inglés: low-grade squamous intraepithelial lesions-) y 23% a
lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado —HSIL- (por sus siglas en inglés:
high-grade squamous intraepithelial lesions). En este periodo se encontr6 un 2.5 % de

pacientes con un diagnostico de carcinoma escamoso invasivo y 1.2 % con carcinoma
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epidermoide invasivo, estas pacientes se encontraron en una fase clinica definitoria de

Sida (Lemus, Valiente, Linares, Pérez, & Mejia, 2010).

Coinfeccion VIH y VPH

La principal causa de mortalidad en personas viviendo con VIH/Sida (PVVS) la
constituyen las infecciones oportunistas, sin embargo, esta poblacion también
presenta un mayor riesgo de padecer enfermedades neoplésicas debido a una elevada
susceptibilidad a la infeccion de virus oncogénicos que dan origen a neoplasias como:
sarcoma de Kaposi y linfoma maligno no Hodgkin. Asi como a la disminuida
capacidad de respuesta del sistema inmune para controlar la proliferacion de células

cancerigenas (Barré-Sinoussi, Ross, & Delfraissy, 2013).

Mujeres infectadas con VIH tienen mayores tasas de infecciéon por VPH y de
displasia cervical que en mujeres sin VIH. Ademas, en las mujeres infectadas con
VIH es mas comun en ellas la coinfeccion con multiples genotipos de VPH y tienen
mayores prevalencias de VPH de alto riesgo (Vermund et al., 1991). En mujeres sin
VIH, los VPH de alto riesgo mas prevalentes son el 16 y 18, sin embargo, en mujeres
con VIH otros VPH de alto riesgo pueden ser mas prevalentes y estar frecuentemente
asociados a resultados de citologia anormales, situacion de particular interés en el
caso del desarrollo de nuevas vacunas (Luque & Jabeen, 2006). Los mecanismos
biologicos precisos que estan involucrados en la relacion entre VIH y VPH son poco

claros, pero existen dos teorias (Di Girolamo, Coronato, & Laguens, 2003):

— Teoria de Inmunosupresion: La inmunosupresion producida por VIH facilita
los efectos oncogénicos de VPH, al prolongar el tiempo en que la infeccion
permanece instalada en el organismo e incrementar la carga viral, debido a
una replicacion mas rapida. El grado de inmunosupresion esté relacionado con
la aparicion y la intensidad de lesiones escamosas intraepiteliales de cérvix y
el cancer cervical en pacientes infectadas con VIH. De igual forma, los
recuentos altos de Linfocitos T CD4+ se relacionan con infecciones latentes
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por VPH, mientras que las manifestaciones clinicas aparecen conforme

disminuye el nimero de Linfocitos T CD4+.

— Teoria de Interaccion VIH/VPH: Ademas de la inmunosupresion presente en
las mujeres portadoras de VIH, algunos autores postulan la existencia de una
interaccion molecular reciproca entre ambos virus. Su accion se manifestaria
en un incremento de la transmisibilidad mutua, como resultado de la
disminucién de la inmunidad local y de la alteracion de la integridad de las
mucosas. También se produciria un cambio en la expresion génica de ambos

virus.

En toda mujer diagnosticada con infeccion por VIH es esencial realizar un control
ginecoldgico periddico, que debe incluir una inspeccion externa, una toma de muestra
para estudio citologico y la biopsia de cualquier lesion sospechosa tanto de vulva,
vagina o cérvix. Existen guias que recomiendan realizar una citologia cada seis meses
durante el primer afo tras el diagnostico de infeccion por VIH. Si la citologia es
normal, se debe realizar controles anualmente. Esta recomendacion se basa en que
una neoplasia intraepitelial de cérvix puede desarrollarse con rapidez en mujeres VIH
y que una lesion de alto grado puede no detectarse con una Unica citologia. Si la
citologia es anormal, se debe realizar una colposcopia y biopsia de las lesiones

(GESIDA, 2010).
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PARTE 111
111.1 RESULTADOS

Durante un afo, de abril 2013 a marzo 2014, en la Clinica de Enfermedades
Infecciosas del Hospital Roosevelt, Guatemala, se llevdo a cabo el enrolamiento de las
pacientes al estudio (Figura No.1). Las principales causas de exclusion del estudio fue tener
antecedentes de histerectomia (22.4%, IC 95% 17.2-28.5) y de resequedad vaginal (7.7%,
IC95% 4.6-11.9); otros criterios de exclusion aplicados fueron tener alguna minusvalia o
barrera lingiiistica que dificultara comprender las caracteristicas del estudio y dar un
consentimiento informado, estar menstruando (sin factibilidad de recalendarizar el
enrolamiento al estudio) y estar embarazada. En total, 136 mujeres fueron enroladas al
estudio (13 de 150 rechazaron participar, 8.7%).

< Poblacidn = 1407 )
Excluidas

Histerectomia (n=44)

Resequedad vaginal (n=16)
( Muestra = 150 ) Minusvalia o barrera linguistica (n=4)
Periodo menstrual (n=4})
Embarazo (n=2)

( Rechazr::lp ﬁlrtlcmar) ( Positivas n=72 ) ( Megativas n= 64 )

QF‘H Alto riesgo n= -M) CVF'H Mo alto riesgo n= 28)

Figura 1: Caracteristicas del enrolamiento de las pacientes al estudio. Se consideré como poblacion a 1407 pacientes
de sexo femenino, con diagnéstico de VIH y que recibian tratamiento antirretroviral regularmente en la Clinica
de Enfermedades Infecciosas del Hospital Roosevelt, Guatemala. Se estimé una muestra de 150 pacientes a
enrolar al estudio, 13 rechazaron participar, 64 no presentaron infeccién por VPH, 72 evidenciaron infeccion
con VPH, de ellas 44 con al menos un tipo de VPH de alto riesgo y 28 con al menos un VPH no de alto
riesgo. Fueron excluidas del estudio aquellas pacientes con historia de histerectomia o resequedad vaginal,
embarazadas, con minusvalia o barrera linglistica o que estuvieran menstruando y que no fuera factible
reprogramar su cita para ser enroladas al estudio.
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Prevalencia de infeccion y distribucion por tipo de VPH

En esta investigacion se estimé que en mujeres con VIH, la prevalencia de infeccion
con al menos un tipo de VPH fue de 52.9% (IC95% 44.6-61.1) y la prevalencia de VPH de
alto riesgo fue de 32.4% (1C95% 25.1-40.6). En mujeres con citologia cervicovaginal
anormal (resultado anormal de Papanicolau: ASCUS, LSIL o HSIL) la prevalencia estimada
de VPH fue 87.5% (1C95% 52.9-97.8), siendo mayor que la prevalencia en mujeres con
citologia normal, 50.8% (1C95% 42.2-59.3). Es més, en mujeres con citologia cervicovaginal
anormal, también fue mayor la prevalencia de VPH de los tipos de alto (50%, 1C95% 21.5-
78.5) y bajo riesgo (37.5%, 1C95% 13.7-69.4) que en mujeres con citologia normal (31.2%,
IC95% 23.9-39.7 y 19.5%, 1C95% 13.6-27.2, respectivamente).

Con relacion a la distribucion de los tipos de VPH (Figura No.2), los més prevalentes
fueron el VPH84 (11.0%), VPH66 (8.8%), VPH62 (8.1%), VPH71 (8.1%), VPH16 (7.4%) y
VPHB83 (7.4%). En el caso de las mujeres con resultado anormal de Papanicolau, los tipos de
VPH mas frecuentemente identificados fueron los VPH66, VPH70, VPH6 (38% cada uno) y
VPH35 (25%). Por el contrario, en el caso de las mujeres con citologia normal, los VPH mas
prevalentes fueron VPH84 (11%), VPH62 (9%), VPH71 (9%) y VPH83 (8%). La
prevalencia de infecciones multiples de VPH (>2 tipos de VPH) fue de 36% (IC95% 28.4-
44.4); las infecciones multiples mas prevalentes fueron las de 2 tipos de VPH (27.8%,
IC95% 17.9-39.6) (Cuadro No.1). En dos casos se encontrd coinfeccion con hasta 8 tipos de
VPH.
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40 4

M Citologia normal (n=128)
W >ASCUS (n=8)
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VPH no alto riesgo

Figura 2: Figura No. 2 Prevalencia de infeccion por VPH segin tipos de VPH de alto riesgo (A) y VPH no de alto
riesgo (B) en mujeres que presentaron citologia cervicovaginal anormal (>*ASCUS: resultado de Papanicolau de
ASCUS, LSIL o HSIL), normal y en el total de las pacientes enroladas en el estudio.
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Cuadro 1: Caracteristicas de coinfeccion de tipos de VPH en mujeres que presentaron o
no anormalidades en la citologia cervicovaginal

Resultado de Papanicolau

. Normal SASCUS? Total
Tipo de VPH (n=128) (n=8) (n=136)
n % n % N %
Infeccion multiple de 49 36.0
\PH # 44 34.4 5 62.5
2 VPH 19 14.8 1 12.5 20 14.7
3 VPH 11 8.6 1 12.5 12 8.8
4 VPH 9 7.0 1 12.5 10 7.3
>5VPH 5 3.9 2 25.0 7 5.1

#Infeccién multiple de VPH: infeccidn con 2 0 mas tipos de VPH
b>ASCUS: resultado de Papanicolau de ASCUS, LSIL o HSIL.

Caracteristicas generales de la poblacion y su relacion con la infeccion por VPH

Con respecto a las caracteristicas generales de la poblacion y la comparacion entre las
mujeres que tuvieron un resultado positivo para infeccién con VPH y las que tuvieron
resultado negativo (Cuadro No.2), la mayor parte de las mujeres era mayor de 30 afios, con
una mediana de edad igual para ambos grupos. Con respecto a la etnia, la mayor parte de las
mujeres se autoidentificaron como ladinas en ambos grupos; el departamento de residencia
mas frecuentemente reportado fue Guatemala, seguido por Escuintla. La mediana de edad de
inicio de relaciones sexuales fue menor en las mujeres con VPH con 17 afos, sin embargo
estas diferencias no fueron significativas (p=0.835). En el caso de la edad del primer
embarazo, se evidencid diferencia significativa de tener infeccién por VPH (p=0.004) en
aquellas cuyo embarazo fue a menor edad (18 afios). De igual manera, se encontrd una
asociacion entre las mujeres que tuvieron mas de 3 parejas sexuales en la vida y el riesgo de
tener infeccion por VPH (p=0.049).
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Cuadro 2: Caracteristicas generales de la poblacion y su relacion con la infeccidon por

VPH

Sin VPH (n:64)

Con VPH (n:72)
n

Caracteristica valor-p
% n %
Edad <30 afios 60 9 40 6 0.471*
30-39 afios 43.2 32 56.7 42
>40 afos 48.9 23 51.1 24
Mediana (RIC) 36 (31-42) 36 (32-43)
Etnia Ladino 456 52 544 62 0482
Maya 52.4 11 47.6 10
Garifuna 100 1 0 0
Residencia Guatemala 41.7 30 58.3 42 0.345'
Escuintla 52.6 10 47.4 9
Otros 51.1 22 48.8 21
Edad inicio relaciones sexuales  Mediana (RIC) 18 (16-20) 17 (15-20)
<20 afios 465 47 535 54 0835
>20 afios 48.6 17 51.4 18
Edad primer embarazo Mediana 20 (18-22) 18 (16-21)
<18 afios 30.4 14 69.5 32 0.004
>18 anos 55.6 50 44.4 40
Embarazo Mediana de embarazos (RIC) 3 (2-4) 3 (2-6) 0.203
Mediana de hijos (RIC) 3 (2-4) 3(2-5) 0.168°
Relaciones sexuales anales Si 37.93 11 62.07 18 0.260"
No 49.53 53 50.47 54
Uso regular de condén Si 39.53 17 60.47 26 0.232
No 50.54 47 49.46 46
Numero de parejas <3 53.33 48 46.67 42 0.040*
sexuales en la vida >3 3478 16 65.22 30

'Se realizé prueba de chi-2. *Se realizé prueba de ANOVA

RIC: rango intercuartilico
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Caracteristicas de la infeccion por VIH y su relacion con la coinfeccion por VPH

Las caracteristicas asociadas a la infeccion por VIH se muestran en el Cuadro No. 3.
La mayor parte de las participantes reportaron tener pareja sexual, que en su mayoria fueron
seropositivas, aunque no se encontrd asociacion con respecto a la infeccion con VPH vy el
estatus de infeccion con VIH de la pareja. La mediana de linfocitos T CD4+ basales en las
mujeres con VPH fue menor (174 RIC 47-330) a la observada en las mujeres sin VPH (204
RIC 110-334), sin embargo no se observaron diferencias significativas (p=0.075). La mayor
parte de mujeres se encuentran en su primer esquema de tratamiento antirretroviral, y su
recuento de linfocitos T CD4+ actual era mayor al observado a nivel basal, y aunque en las
mujeres con VPH la mediana era menor (485 RIC 317-642), no se observaron diferencias
significativas (p=0.204). Solamente el 6.6% (IC95% 3.5-12.1) de las pacientes tenia
recuentos de linfocitos T CD4+ menores a 200 células/pl. La mayor parte de las mujeres se
encontraban con supresion de la replicacion del VIH, con carga viral menor a 1000
copias/ml.

Se comparo las caracteristicas de la infeccién por VIH con respecto a tener un subtipo
de alto riesgo o no, sin embargo no se evidencid relacion.

Caracteristicas de la infeccién por VPH y los hallazgos citol6gicos

La prevalencia de anormalidades citolégicas (resultado anormal de Papanicolau:
ASCUS, LSIL o HSIL) fue de 59 % (IC95% 3.0-11-2). No se encontré diferencia
significativa entre las mujeres con citologia normal y anormal con relacion a la infeccién con
VPH, VPH de alto riesgo o no de alto riesgo, ni con relacion a infeccion multiple; sin
embargo, si se identificé un mayor riesgo de citologia anormal en el caso de infeccion con
VPH de los tipos 6, 35, 70 y 66 (Cuadro No.4).

Debido al nimero bajo de mujeres con alteraciones citoldgicas, no fue posible evaluar
la relacion entre las alteraciones citoldgicas y las caracteristicas de la infeccion por VIH.
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Cuadro 3: Caracteristicas de la infeccion por VIH y su relacion con la coinfeccion por

VPH
- Sin VPH (n:64) Con VPH (n:72)
Caracteristica valor-p
% N % n

Estatus de VIH de la pareja  Sin pareja 4058 28 59.42 41 0.124

Con pareja 53.73 36 46.27 31

Seronegativo 389 7 611 11 0.140
Seropositivo 59.18 29 40.82 20

Linfocitos TCD4+, Mediana 2045 110-324 1745 47-330.5
recuento basal <200 44 33 56 42 0.123
(células/pL) 200-349 54.84 17 4516 14

350-499 3158 6 68.42 13

>500 72.73 2727 3
Linfocitos TCD4+, Mediana 502  414.5-682.5 4855 317-642
recuento actual <200 2222 2 7778 7 0.222
(células/uL) 200-349 36.36 8 63.64 14

350-499 55.26 21 4474 17

>500 49.25 33 50.75 34
NUmero de esquemas de Primer esquema 47.06 56 52.94 63 1.000
ARV Segundo esquema  47.06 8 5294 9
Carga viral de VIH, Menor a 1000 4729 61 51.91 68 0.819
determinacion actual Mayor a 1000
(copias/ml) 42.86 3 5714 4

RIC: rango intercuartilico
ARV: antiretroviral



Cuadro 4: Asociacion entre el estatus de infeccion con VPH vy el resultado de la citologia

cervicovaginal

Estatus de infeccion

Resultado de Papanicolau

d 0, -

con VPH Normal >ASCUS Total OR IC 95% valor-p
n=128 % n=8 %

Sin VPH 63 (98.4) 1 (1.6) 64 Referencia
Cualquier tipo de 65 (90.3) 7 9.7) 72 6.71 (0.99-156.30) 0.050
VPH
VPH alto riesgo 40 (90.0) 4 9.1) 44 6.20 (0.75-158.10) 0.097
VPH no alto riesgo ° 25 (89.3) 3 (10.7) 28 7.37 (0.75-201.80) 0.090
Infeccién maltiple © 44 (89.8) 5 (10.2) 49 7.05 (0.94-172.80) 0.059

4VPH alto riesgo: tipos de VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68
®VVPH no alto riesgo: 6, 11, 26, 40, 42, 53, 54, 55, 61, 62, 64, 66, 67, 69, 70, 71, 72, 81, 82, 83, 84, 1S39 y CP6108

¢ Infeccién multiple de VPH: infeccién con 2 o maés tipos de VPH
4>ASCUS: resultado de Papanicolau de ASCUS, LSIL o HSIL.
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111.2 DISCUSION DE RESULTADOS

La prevalencia de VPH que se estimé en este estudio en mujeres con VIH (52.9 %,
IC95 % 44.6 — 61.1) fue menor a la reportada previamente en Guatemala para mujeres
trabajadoras sexuales (67.3 %, 1C95 % 61.7 — 72.6); sin embargo, la prevalencia en mujeres
con VIH resulto ser mayor a la reportada para poblacion general femenina (38.1%, 1C95 %
32.5 - 43.8) en el pais (Vallés et al., 2009). Estas prevalencias son congruentes con reportes
previos en que la prevalencia en mujeres con VIH es mayor a la reportada en poblacion
general (Sun & Kuhn, 1997; Vermund et al., 1991).

La alta prevalencia de tipos de VPH de alto riesgo estimada en esta investigacion
(32%) fue menor a lo reportado recientemente en Rio de Janeiro (prevalencia mayor al 53%),
en una cohorte de mujeres (>18 afios) con VIH (Cambou, Levi, & Lake, 2015), y en un
grupo de mujeres jovenes (menores de 23 afios) con VIH en Estados Unidos y Puerto Rico
(74.7%) (Kahn & Burk, 2012).

En mujeres con citologia cervical anormal (resultado anormal de Papanicolau: ASCUS,
LSIL o HSIL) fue estimada mayor prevalencia de VPH y mayor prevalencia de los tipos de
VPH de alto riesgo, en comparacion con aquellas que tenian su citologia cervical normal; sin
embargo, no se evidencié diferencia significativa en esta diferencia de prevalencias,
situacién que puede deberse a la baja proporcion de pacientes con anormalidad citoldgica
que fueron identificadas. Si bien la prevalencia de anormalidades citolégicas estimada para
esta poblacion con VIH (5.9%, 1C95% 3.0-11.2) fue similar a la reportada para poblacion
general en Guatemala (7.7%, IC 95% 5.2-11.3) (Valles et al., 2009), era de esperarse una
prevalencia mas altas de alteraciones citolégicas en las mujeres con VIH (Luque & Jabeen,
2006; Torrisi et al., 1999; Vermund et al., 1991).

Una posible explicacion a la baja proporcion de pacientes con citologia cervical
anormal es que muchas mujeres que previamente tenian alteraciones citologicas, se les pudo
haber practicado histerectomia; es mas, la principal causa de exclusién en este estudio fue
tener antecedentes de histerectomia. En el proceso de seleccién de la muestra de 150 mujeres
para esta investigacion, fueron rechazadas 47 por histerectomia, mientras que en un estudio
similar en mujeres con VIH en Rio de Janeiro, en el proceso de seleccion de 590 mujeres, tan
solo fue excluida una paciente por antecedente de histerectomia (Cambou et al., 2015). De
manera interesante, en un estudio previo realizado durante los afios 2005-2009, también en la
Clinica de Enfermedades Infecciosas del Hospital Roosevelt, el 29% de las citologias fueron
reportadas como anormales, pudiendo la temporalidad de los estudios explicar las diferencias
observadas (Lemus et al., 2010); sin embargo, se requeriria de un estudio de cohorte
complementario para evidenciar si las pacientes con anormalidades citologicas reportadas en
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el periodo 2005-2009 corresponde a las que fueron identificadas con histerectomia en este
estudio.

Otra explicacién a la baja proporcion de pacientes que tuvieron resultados de citologia
cervical anormal, podria ser que, a pesar de tener VIH, la mayor proporcion de las mujeres se
encontraban con supresion de la replicacion del VIH, con carga viral menor a 1000
copias/ml; ademas, no solo no se encontro diferencia significativa en el recuento de
linfocitos T CD4+ entre las mujeres con VPH y las que no tenian VPH, sino que solamente
el 6.6% (1C95% 3.5-12.1) de las pacientes tenia recuentos de linfocitos T CD4+ congruentes
con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

Con relacion a la diversidad de tipos de VPH identificados en la poblacion femenina
con VIH de la Clinica de Enfermedades Infecciosas del Hospital Roosevelt, esta fue amplia y
no se evidencid6 que un grupo o0 un tipo de VPH en particular predominaran
considerablemente. Los tipos de VPH mas prevalentes se estimaron entre 7.4-11.0 %,
mientras que en la cohorte de mujeres con VIH de Rio de Janeiro se reportaron tipos de VPH
con prevalencias mayores al 20 % (Cambou et al., 2015). La alta diversidad y persistencia
de los tipos de VPH pueden deberse a factores asociados con el aclaramiento viral, situacion
descrita en varios estudios como un mecanismo de control virolégico del cuerpo (Molano et
al., 2003); en mujeres con VIH el aclaramiento viral no es tan rapido y la persistencia de los
subtipos virales se comporta de una manera diferente a lo observado en personas con
inmunidad completa (Moscicki, Ellenberg, Farhat, & Xu, 2004; Rowhani-Rahbar et al.,
2007).

El patron de los tipos de VPH maés frecuentemente identificados en la poblacién
femenina con VIH del Hospital Roosevelt, fue mas parecido al identificado en Guatemala
para la poblacién general que para las mujeres trabajadoras sexuales (Valles et al., 2009); por
ejemplo, en el caso de las mujeres con resultado anormal de Papanicolau, los tipos de VPH
mas frecuentemente identificados en esta investigacion fueron los VPH66 y VPH70 (38%
cada uno) y para las mujeres de la poblacion general se han reportados estos dos tipos de
VPH como los mas prevalentes pero en menor proporcion (VPH66 en 17% y VPH 70 en
13%). En el caso de las mujeres con citologia normal, también hubo concordancia en los
VPH mas prevalentes en las mujeres con VIH (VPH84 en 11% y VPH71 en 9%) que en las
mujeres de la poblacion general, aunque en estas la proporcion también fue menor a las que
tienen VIH (VPH84 en 4% y VPH71 en 3%) (Valles et al., 2009).

Con relacion a las caracteristicas sociodemograficas, se encontrd asociacion entre tener
algin subtipo de VPH con la edad de primer embarazo y el niUmero de parejas sexuales.
Estos datos son concordantes con otros estudios, donde se reporta que el riesgo es mayor con
un mayor nimero de parejas sexuales en la vida (Vinodhini, Shanmughapriya, Das, &
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Natarajaseenivasan, 2012). En esta investigacion se consider6 como riesgo tener més de 3
parejas sexuales, pero en otros estudios similares se ha reportado esta misma asociacion
considerando mas de 14 parejas sexuales en la vida como mayor riesgo de infeccion con
VPH (Roset Bahmanyar et al., 2012; Winer et al., 2012). No existen muchos datos en el pais
respecto a este tema, pero en datos de la encuesta de salud materno infantil de 2008
(ENSMI), en hombres entre 15-59 afios el 84.7% reportaron tener solamente 1 pareja sexual
en los dltimos 12 meses, y el 99% reportaron tener hijos con menos de 3 mujeres (MSPAS,
2011).

Es importante resaltar que las caracteristicas de la poblacion son muy similares a las
reportadas por encuestas poblacionales de poblacién general. Con respecto a la edad de
inicio de relaciones sexuales, la ENSMI report6 para 2008 un 55.4% de mujeres que
tuvieron su primera relacion sexual antes de los 20 afios con una mediana de 18.3, similar a
lo reportado en este estudio (MSPAS, 2010). EI porcentaje de mujeres que tuvieron su
primer embarazo antes de los 18 afios es menor a lo reportado en la ENSMI en las mujeres
con resultado positivo para VPH, ya que se reportd para 2008 un 21.3% y una mediana de
20.5 afios, mientras que en este estudio la mediana del primer embarazo fue de 18 afios
(MSPAS, 2010). En esta investigacion se evidencié diferencia significativa entre tener
menos de 18 afios de edad en el primer embarazo y el riesgo de tener infeccion por VPH, lo
que pudiera indicar un inicio de actividad sexual sin métodos de proteccidn; sin embargo,
una limitante de esta investigacion es que la entrevista usada en este estudio no fue lo
suficientemente exhaustiva como para profundizar en este analisis.

Otra de las limitantes de este estudio fue relacionada con las caracteristicas de la
participacién o enrolamiento en la investigacion ya que, si bien el porcentaje de rechazo (8.7
%) fue similar al estimado (10 %), fue alta la proporcion de mujeres que no cumplian los
criterios de inclusion, particularmente el antecedente de histerectomia; este antecedente y
otros como la resequedad vaginal, no son aspectos clinicos que se registren en las bases de
datos de la institucién y que pueden reflejar, en particular los antecedentes de histerectomia,
otro momento de la evolucién de la infeccion por HPV gue no se pudo evidenciar en esta
investigacion.

Finalmente, estos resultados representan los primeros datos sobre la prevalencia y
diversidad viral de VPH en mujeres con VIH en Guatemala, y vislumbran la necesidad de
realizar méas investigaciones en esta poblacion, como estudios de cohorte o seguimiento para
evaluar las diferencias en aclaramiento viral o progresion a anormalidades citologicas,
también se evidencia necesario evaluar el posible impacto que tendria la introduccion de la
vacuna anti-VPH en esta poblacidn; también estimar la carga de enfermedad por infeccion
con VPH, asi como estudiar la magnitud y antecedentes de los casos de histerectomia en esta
poblacién.
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PARTE IV

V.1 CONCLUSIONES

La prevalencia de infeccién por el virus de papiloma humano (VPH) en la poblacion de
mujeres con VIH fue de 52.9% (IC95% 44.6-61.1), siendo este reporte superior a lo
reportado en estudios previos en poblacién general en Guatemala.

IV.1.1

1V.1.2

IV.1.3

V.14

IV.1.5

La prevalencia de VPH en pacientes del sexo femenino con el VIH en la
Clinica de Enfermedades Infecciosas fue de 52.9% (IC95% 44.6-61.1). La
prevalencia de VPH de alto riesgo fue de 32.4% (1C95% 25.1-40.6).

Se identificaron treinta subtipos diferentes de VPH, siendo los mas
prevalentes los subtipos VPH84, VPH66, VPH62, VPH71, VPH16 y VPHS83.
La prevalencia de infecciones multiples de VPH (>2 tipos de VPH) fue de
36% (IC95% 28.4-44.4); las infecciones multiples mas prevalentes fueron las
de 2 tipos de VPH (27.8%, 1C95% 17.9-39.6).

No se evidencié asociacion entre los hallazgos citoldgicos y las lesiones
cervicales con la infeccion por VPH.

La edad temprana (<18 afios) del primer embarazo y tener mas de 3 parejas
sexuales en la vida evidenciaron cierta asociacion con presentar infeccion por

VPH.

Esta investigacion presenta los primeros datos sobre la prevalencia y
diversidad viral de VPH en mujeres con VIH en Guatemala.
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IV.2 RECOMENDACIONES

IvV.2.1

IvV.2.2

V.23

V.24

V.15

Se recomienda realizar pruebas moleculares que permitan detectar la infeccion
con VPH de alto riesgo, ya que un tercio de las pacientes tendra este tipo de
infeccion, lo que permitiria dar un seguimiento mas estrecho realizando el
Papanicolau més frecuentemente, dando asi la oportunidad al ginecélogo de
identificar de manera mas oportuna el aparecimiento de alteraciones
citologicas.

Considerando que se identifico una alta diversidad viral, seria conveniente
conducir estudios que permitan evidenciar el nivel de persistencia viral y
progresion a anormalidades citoldgicas, asi como realizar un analisis
econdémico para estimar la carga de enfermedad y la pertinencia de la
incorporacion de la vacuna contra VPH en esta poblacion.

Considerando que no fue posible evidencia asociacion entre los hallazgos
citologicos y las lesiones cervicales con la infeccion por VPH, seria
conveniente realizar estudios de cohorte que permitan analizar diferentes
momentos de la infeccion, incluyendo aclaramiento viral o progresion a
anormalidades citoldgicas. Las cohortes debieran analizarse histéricamente y
prospectivamente con los nuevos casos de VIH que se atiendan en la clinica.
Ademas debiera mejorarse las bases de datos de la institucion, incorporando
datos como histerectomia, lo que mejoraria la seleccion de muestra en futuros
estudios y fortaleceria los analisis de cohorte.

Al igual que en otras investigaciones, en este estudio se pudo identificar que la
edad temprana del primer embarazo y tener multiples parejas sexuales
representan riesgo mayor a presentar infeccion por VPH. Estos hallazgos
refuerzan la evidencia que sugiere la necesidad y las recomendaciones
internacionales de que sea implementado un esquema de vacunacion anti-VPH
de alto riesgo en los adolescentes a nivel nacional, que les proteja de esta
infeccion al iniciar su vida sexual activa.

Si bien esta investigacion presenta los primeros datos sobre la prevalencia y
diversidad viral de VPH en mujeres con VIH en Guatemala, aun hace falta
informacién que permita tomar acciones estratégicamente orientadas. Por lo
que es recomendable que se realicen mas investigaciones, en particular
estudios de cohorte, de impacto de introduccion vacunal en relacion a carga de
enfermedad y aspectos econdomicos.
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IV.4 ANEXOS

1VV.4.1 Consentimiento informado

Consentimiento informado escrito para participar en el proyecto de investigacién titulado:
Prevalencia de Virus de Papiloma Humano (VPH) en mujeres viviendo con el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH).

Sitio de investigacion: Clinica de Enfermedades Infecciosas del Hospital Roosevelt, Calzada
Roosevelt zona 11 Ciudad de Guatemala, Guatemala.

Investigador responsable: Dr. Carlos Mejia Villatoro, Jefe de Unidad de Enfermedades
Infecciosas, Departamento de Medicina Interna, Hospital Roosevelt. Teléfono: 2497-7300. Correo
electrénico: mejia_villatoro@hotmail.com

Estimada paciente:

Se le invita a participar en este proyecto de investigacion que pretende estudiar, en personas que
viven con VIH, la presencia del virus de papiloma humano. Su participacion en este estudio es
completamente voluntaria.

Es importante conocer qué tipo de virus de papiloma humano afecta principalmente a las pacientes
con VIH, ya que dependiendo del tipo viral hay mayor o menor riesgo a padecer de cancer
cervicouterino. En Guatemala no hay datos sobre la infeccion con estos dos virus. Es muy importante
esta informacion para mejorar el conocimiento de la epidemia de VIH en el pais y generar datos sobre
la infeccion por el virus de papiloma humano en personas con VIH. Esta informacién puede ser (til
para implementar politicas de salud que mejoren el tratamiento y seguimiento clinico a nivel nacional
y para evaluar si es 0 no factible bioldgicamente el uso de la vacuna para el virus de papiloma
humano en esta poblacion.

Usted puede participar en este estudio si cumple con todos los criterios siguientes:

e Ser mujer con 18 afios de edad 0 mas

e Diagnostico de VIH confirmado

e Estar recibiendo tratamiento antirretroviral

e Asistir regularmente a consulta programada a la Clinica de Enfermedades Infecciosas del
Hospital Roosevelt

¢ No padecer enfermedades mentales u otro criterio que comprometa la comprension del objetivo
de estudio y posibles riesgos.

e Haber comprendido y firmado voluntariamente este documento de consentimiento informado

El médico encargado de su consulta médica vera si usted cumple estos criterios y le solicitara

informacidn acerca de su historia medica y demografica (edad, residencia y otros).

Toma de muestra: Un técnico experimentado le tomard una muestra de sangre, insertando una aguja
en una vena del brazo; la cantidad de sangre que se le extraerd sera de aproximadamente de dos
cucharaditas. Adicionalmente, una médico ginecoobstetra, via vaginal le tomard una muestra

raspando levemente el cuello del utero. Estos procedimientos se hardn este mismo dia en clinicas
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adecuadas y privadas, de manera confidencial. Si los investigadores responsables de este estudio lo
consideran necesario, se le citara para una toma de muestra adicional.

Riesgos: Los procedimientos para tomar las muestras serdn realizados por personal calificado,
siguiendo todas las precauciones y medidas de higiene necesarias. Estos procedimientos producen
dolor leve y molestias pasajeras; puede haber complicaciones ocasionales como inflamacion, que
serdn atendidas en la Clinica. La cantidad de sangre extraida y el raspado de cuello de Gtero no
representan riesgos para su salud.

Beneficios: Usted no obtendrd beneficios econdmicos por participar en este estudio. Sin embargo,
con sus muestras de sangre se controlara que tanto se esta multiplicando el VIH en su cuerpo (carga
viral de VIH) y como estan sus defensas (conteo de CD4+), siendo esta informacion util en el estudio,
pero también servird para su seguimiento clinico regular. Con la muestra de cuello del utero, se
investigara si esta saludable o no su tejido y si usted esta infectada o no con algun tipo de virus de
papiloma humano, esta informacion permitird mejorar la atencion integral que le da esta Clinica. Asi
mismo, usted contribuird en mejorar la informacion que se tiene en Guatemala sobre la infeccion de
VIH y su relacién con el virus de papiloma humano.

Confidencialidad: En este estudio se respetara su privacidad y la informacion que usted dé y los
resultados de laboratorio seran manejados confidencialmente. Su participacion en este estudio es
completamente voluntaria. Si usted decide no participar, seguira recibiendo una atencién de salud
de la misma calidad que hasta ahora ha recibido en la Clinica de Enfermedades Infecciosas del
Hospital Roosevelt. Si usted acepta participar en el estudio pero le surgen preguntas con
posterioridad, puede contactarse con el investigador responsable.

Para participar en el estudio debe escribir su nombre y firmar en el siguiente recuadro.

Consentimiento

He sido informada sobre el estudio de investigacion titulado “Prevalencia de Virus de Papiloma
Humano (VPH) en mujeres viviendo con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH)”. Me han
explicado los métodos y procedimientos, asi como los riesgos y beneficios de participar.

He entendido que no tengo obligacion de participar y si me niego a participar, no habra
repercusiones en mi atencién como paciente de la Clinica de Enfermedades Infecciosas del
Hospital Roosevelt.

Nombre y firma de paciente:

Nombre y firma de testigo:

Fecha:

Médico que informo sobre el estudio

Nombre y firma:
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1VV.4.2 Boleta de recoleccion de datos

Boleta de Recoleccion de Datos

Datos Generales del Paciente:

Codigo: Edad: Lugar de Residencia:

Estado Civil: [JCasada o Unida [1 Soltera [Divorciada [ Viuda

Nivel Educativo: [JAnalfabeta [ Alfabeta [ Primaria [0 Secundaria [Diversificado [Universitario

Etnia: O Ladino [0 Maya [0 Garifuna [ Xinca

|
Aspectos de conductas sexuales

Edad de primera relacion sexual: Edad de inicio de vida sexual regular:

Numero de parejas sexuales: Orientacion sexual: C1Heterosexual [1Bisexual
Uso regular de condén: [ SI [ NO Uso de anticoncepcion oral:  [1SI CINO
Relaciones sexuales anales: (1 SI O NO Relaciones sexuales orales: (1 SI 0 NO
NUmero de Embarazos: __ Embarazo actual: [ SI [JNO Edad del primer embarazo:

————————————————————— |
Habitos de consumo

Consumo de alcohol: [1SI COINO Consumo de cigarrillos: [1SI CINO

Consumo de drogas: [1SI [0 NO Tipo de drogas:
|
Coinfeccién VIH

Fecha de diagndstico VIH: CD4 basales: Carga viral basal:

Estatus de la pareja: [1 Seropositivo [Seronegativo

CD4 actuales: Carga viral actual:

P ——
Manifestaciones clinicas

Presencia de condilomas o verrugas: [1SI [ NO Realizacién de PAP previo: [1SI [ NO

Realizacidn periédica de PAP: [1SI [ NO Realizacion de colposcopia previa: [1SI [ NO
(1 al afio)
|
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01/08/2012

FODECYT
Nombre del Proyecto: “'Determinacion y evaluacion de la prevalencia de virus de papiloma humano en mujeres
viviendo con VIH"
Numero del Proyecto: 036-2012
Investigador Principal y/o Responsable del Proye DR. CARLOS RODOLFO MEJIA VILLATORO
Monto Autorizado: Q374,300.00 Orden de Inicio (y/o Fecha primer pago):
Plazo en meses 18 meses
Fecha de Inicio y Finalizacion: 01/08/2012 al 28/02/2014 la. PRORROGA AL 30/06/2014
. . TRANSFERENCIA .
Grupo |Renglon Nombre del Gasto A IER Menos (<) Mas (+) Ejecutado e
Presupuestaria Ejecutar
1 SERVICIOS NO PERSONALES
121  |Divulgacion e informacion Q 15,000.00 Q 15,000.00
Impresion, encuadernacion Y|
122 |reproduccion Q 2,500.00 Q 2500.00
Estudios, investigaciones y proyectos de Q 7500.00
181 |factibilidad Q 111,500.00 [ Q 5,625.00 Q 98,375.00 T
Otros estudios y/o servicios: evaluacion
189 |externa de impacto Q 8,000.00 Q 8000.00
2 MATERIALES Y SUMINISTROS
261  |[Elementos y compuestos quimicos Q115,930.00 | Q 115,900.00 | Q 30.00
Utiles menores, médico-quirdrgicos y de
295 [laboratorio Q 150,000.00 [ Q120,327.76 Q 16,964.25 Q 1270799
PROPIEDAD, PLANTA, EQUIPO
3 E INTANGIBLES
. - - . Q 5,625.00
323 |Equipo médico-sanitario y de laboratorio | Q  87,300.00 | Q 7,437.92| Q 10,022.76 [ Q 84,259.84
329 |Otras maquinarias y equipos Q 74371.92(Q 7437.92| Q -
GASTOS DE ADMON. (10%)
Q 374,300.00 [ Q133,390.68 | Q133,390.68 | Q 322937.01 | Q 51,362.99
MONTO AUTORIZADO Q 374,300.00 Q 5133299
(-) EJECUTADO Q 322967.01
SUBTOTAL Q 51,332.99 15,125.00
() CAJA CHICA Q -
TOTAL POR EJECUTAR Q 5133299




