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2. Resumen y palabras claves
El céncer cervical (CC) es uno de los principales problemas de salud en el mundo. Se calculan 266,000

fallecimientos anuales a causa de esta enfermedad. A nivel nacional, el CC contintia siendo la primera
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causa de morbilidad y mortalidad femenina. EI CC ha sido relacionado con la infeccién del virus de
papiloma humano (VPH), definiéndose como un agente necesario para el desarrollo de lesiones
escamosas intraepiteliales de alto grado (LEIAG) y CC. En Guatemala se cuenta con poca informacion
acerca de la epidemiologia del virus, y aun més reducida sobre la distribucion, variaciéon genética y
prevalencia de los tipos de alto riesgo. Se conoce que la prevalencia de los tipos de VPH varia por
etnia y distribucion geografica. Los oncogenes E6/E7 se encuentran vinculados con la carcinogénesis
y sus variaciones genéticas, han sido asociados con la progresion de las lesiones cervicales. En el
presente estudio, se analizaron muestras colectadas de pacientes, y se encontrd que el 23.94% fueron
positivas para tipos de VPH de alto riesgo. La prevalencia para VPH 16 y/o VPH 18 en LEIAG fue de
27.17% y para CC fue del 20%.

Palabras claves: virus de papiloma humano (VPH), lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado

(LEIAG), cancer cervical (CC), VPH 16 y VPH 18.

Abstract and keywords

Cervical cancer (CC) is one of the main health problems in the world. There are an estimated 266,000
annual deaths due to this disease. At the national level, CC continues to be the leading cause of female
morbidity and mortality. CC has been related to human papillomavirus (HPV) infection, being defined
as a necessary agent for the development of high-grade squamous intraepithelial lesions (LEIAG) and
CC. In Guatemala, there is little information about the epidemiology of the virus, and even less about
the distribution, genetic variation, and prevalence of high-risk types. The prevalence of HPV types is
known to vary by ethnicity and geographic distribution. The E6/E7 oncogenes are linked to
carcinogenesis and their genetic variations have been associated with the progression of cervical
lesions. In this study, we found that 23.94% of the samples collected were positive for high-risk HPV
types. The prevalence for HPV 16 and/or HPV 18 in LEIAG was 27.17% and for CC was 20%.

Keywords: human papillomavirus (HPV), high-grade squamous intraepithelial lesions (LEIAG),
cervical cancer (CC), HPV 16 and HPV 18.
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3. Introduccion

A pesar de los avances clinicos y moleculares en los temas relacionados con el cancer, el cancer
cervical (CC) continua siendo una amenaza creciente para la salud de las mujeres alrededor del mundo.
Los datos calculados por diferentes organizaciones dedicadas a la salud y especialistas en este tema,
estiman alrededor de 528,000 casos nuevos de CC y 266,000 muertes cada afio a causa de esta
patologia (Berek & Hacker, 2015; Bruni et al., 2017; Global Cancer Observatory, 2012). Los paises
en vias de desarrollo poseen mayor incidencia de CC en comparacién con los paises desarrollados,
presentando casi el 85% de la totalidad de los casos reportados a nivel mundial. Ademas, los paises en
vias de desarrollo tienen una mortalidad 18 veces mayor a causa de esta enfermedad que los paises
desarrollados (Vu et al., 2018). Entre las areas mas afectadas se encuentran Asia y América Latina.
En los paises latinoamericanos, representa uno de los canceres con mayor mortalidad y es una zona
con gran incidencia de esta enfermedad y con el 12% del total de muertes registradas a nivel mundial
(Lopez et al., 2017). En Guatemala se presenta una alta incidencia de CC de 21.2 por cada 100,000
mujeres (Gottschlich et al., 2020). Sin embargo, el CC es una enfermedad altamente prevenible, dada
la relacion entre el virus del papiloma humano (VPH) y las lesiones malignas en el tracto cervical. El
VPH es virtualmente participe en todos los casos de CC y se estima que el 99% de todos los casos de
CC son causados, entre otros factores, por los tipos de alto riesgo del VPH (Cogliano et al., 2005;
Wang et al., 2015). Los tipos de mayor prevalencia en el mundo son el VPH-16 y VPH-18. A estos
dos tipos se les adjudica alrededor del 70% de las infecciones en CC, sin embargo, este valor puede
variar entre paises. El 30% restante, es causado por los tipos 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66
y 68 (Muioz et al., 2003). De los cuales, las proporciones pueden variar, ya que ha sido demostrado
que la distribucidn y la proporcion en la que son encontrados los diferentes tipos de alto riesgo difiere
dependiendo de la localidad estudiada (Smith et al., 2007). Un estudio reciente llevado a cabo en
Guatemala report6 que en lesiones de alto grado de cérvix y en CC los tipos de alto riesgo 16 y 18

fueron los mas prevalentes al ser comparados con otros tipos de alto riesgo (Garcia et al., 2019).

Los genes E6/E7, que se encuentran en el genoma del VPH, dan origen a las proteinas conocidas como
E6 y E7 y han sido vinculadas directamente con la progresion de las lesiones cervicales (Mesplede et
al., 2012). En estos genes se han encontrado diferentes variantes genéticas que tienen un efecto en la
interaccion del virus con las células humanas, haciendo mas probable el desarrollo de CC (Yang &

Zhang, 2016). Ademas, las variantes genéticas de estos varian por etnia y distribucion geografica (Zhe
6
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et al., 2019). A partir de estas variantes, se han propuestos diferentes linajes en los que se subdividen
los tipos 16 y 18 (Yang et al., 2014). Dicho esto, es necesario conocer las proporciones de cada uno
de los linajes y la forma en que estos se relacionan con los diferentes tipos de lesiones del tejido
cervical, estableciendo asi sus diferencias en patogenicidad. Este estudio tiene como fin determinar la
frecuencia en que se encuentran los tipos 16 y 18, sumado a sus variantes genéticas de los genes E6 y
E7, en muestras de lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado (LEIAG) o CC almacenadas en

el Hospital Roosevelt y en el laboratorio de patologia médica PATMED.

Esto fue realizado a partir de tejidos cervicales embebidos en parafina y diagnosticados por un
patologo con un analisis citologico. El tejido obtenido a partir de la biopsia cervical fue procesado
para su analisis con una prueba de PCR multiple anidado que permitié conocer el tipo de VPH que
presenta cada paciente. EI Hospital Roosevelt es uno de los centros asistenciales mas recurridos dentro
del pais, por lo que la informacién generada brinda informacidn sobre las caracteristicas del VPH y
sus variantes mas peligrosas. Ademas, el laboratorio de patologia médica PATMED es un laboratorio
que presta sus servicios a varios hospitales privados del pais, contando con una gran cantidad de

muestras.
4. Planteamiento del problema

En Guatemala, el CC sigue siendo la primera causa de morbimortalidad en la mujer, llegando a
representar el 24% de casos de cancer en el pais. En el 2017, el Ministerio de Salud Publica y
Asistencia Social reportd que, entre los afios 2008 y 2017, Guatemala ha presentado un total de 3,339
casos, con un promedio de 371 casos de CC al aflo y con tasas de incidencia y mortalidad de 22.3 y
12.5 por 100,000 mujeres entre las edades de 25 y 69 afios, respectivamente (Organizacion
Panamericana de la Salud, 2018; Luciani et al., 2013; Sam, 2017). Sin embargo, estimaciones
realizadas por el Observatorio Global de Cancer (GLOBOCAN, por sus siglas en inglés) estimod para
los afios de 2012 y 2013, un total de 1,400 y 1,530 nuevos casos, respectivamente, lo cual son
estadisticas mucho mas elevadas (Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, 2014). Los estadios
0y 1 del CC se encuentran en mayor porcentaje en mujeres jovenes y conforme avanza la edad aparece
un mayor numero de estadios mas avanzados. Un andlisis de mortalidad por grupo etario, revela que
la mortalidad aumenta considerablemente conforme avanza la edad (Berek & Hacker, 2015). En

Guatemala, a partir de los 25 afios, incrementa el riesgo de desarrollar CC y su maximo riesgo se
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encuentra entre los 45 y 54 afios (Sam, 2018). Por ello, la investigacion del VPH y su relacion con las
LEIAG y el CC es de interés prioritario en la problematica de la salud sexual en Guatemala. Es
importante mencionar que las lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado (LEIBG) no seran
incluidas dentro de este estudio, debido a la baja prevalencia de los tipos 16 y 18 en este tipo de
lesiones. Esto es posible observarse, en un metanalisis realizado, donde se encontr6 que los tipos 16 'y
18 en LEIBG poseen una prevalencia de 13 y 4%, respectivamente, representando una porciéon muy
pequefia de la muestra tomada (Peralta-Rodriguez et al., 2012). Por lo que las LEIBG no representan
una variable importante dentro de nuestros analisis y tampoco en el ambito clinico, dado su bajo
porcentaje de progresion a LEIAG y CC. Asimismo, a pesar de que se conoce que los tipos 16 y 18
son los mas frecuentes en las LEIAG y el CC, poco se sabe de sus caracteristicas y variantes genéticas
en Guatemala. Ademads, el hecho de que los tipos 16 y 18 presenten diferencias en sus caracteristicas
genéticas entre paises, demuestra la necesidad de conocer las caracteristicas de los oncogenes E6 y E7
en el pais (Moya-Salazar & Rojas-Zumaran, 2017). Es de suma importancia conocer las caracteristicas
genéticas del virus y sus variantes en los oncogenes E6 y E7 y de esa manera establecer aquellas
variantes que representen un mayor riesgo en el desarrollo de las LEIAG y el CC. Asi mismo, la
descripcion de las relaciones filogenéticas de los linajes del virus asociados a las LEIAG y el CC

permitira hacer inferencias para el manejo y control del virus en el pais.
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5. Delimitacion en tiempo y espacio

5.1 Delimitacion en tiempo
La recoleccion de muestras se llevo a cabo entre el mes de febrero y el mes de septiembre del afio
2022. Los analisis moleculares se realizaron conforme se llevaron a cabo la recoleccion de la muestra
y se concluyd en el mes de septiembre. Los andlisis moleculares se llevaron a cabo durante los meses

de noviembre 2022 a enero 2023.

5. Delimitacion espacial
La toma de muestras se realiz6 en el departamento de patologia del Hospital Roosevelt, ubicado en la
Ciudad de Guatemala y en el laboratorio de patologia médica PATMED. Los anélisis moleculares y

bioinformaticos se llevaron a cabo en el laboratorio de biologia molecular del CUNZAC.

6. Marco tedrico
6.1 Epitelio exocervical

El cuello uterino o cérvix, constituye la region inferior del utero. Estd compuesto por tejido
fibromuscular denso y cubierto por dos tipos de epitelio, el exocérvix y el canal endocervical. El
exocérvix constituye la parte inferior del cuello uterino, se encuentra en el interior de la vagina y es
visible con la ayuda de un espéculo. Este se encuentra recubierto por epitelio escamoso no
queratinizado, parecido al epitelio vaginal (Grover & Pandey, 2017). Se compone por tres estratos: el
estrato basal o germinal, el estrato medio y el estrato superficial. El estrato basal esta constituido por
una sola hilera de células basales que se disponen de forma perpendicular a la membrana basal. Las
células parabasales, son las encargadas del crecimiento y regeneracion epitelial. El estrato medio se
encuentra formado por células que estdin madurando que se caracterizan por tener un citoplasma
aumentado. Por su parte, el estrato superficial, es el compartimento mas diferenciado del epitelio y su

funcion es la proteccion contra infecciones (Rajaram et al., 2012; Tatti, 2011).

6.2 Lesion escamosa intraepitelial de alto grado (LEIAG)

El Sistema Bethesda de nomenclatura incluye también el término de lesion escamosa intraepitelial de
alto grado (LEIAG). Por lo general LEIAG se caracteriza por una proliferacion de células parabasales

atipicas; cuando estas ocupan mas de 2/3 del espesor epitelial se denominan NIC 2, mientras que si
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abarcan todo el espesor se llaman NIC 3 (Flores et al., 2002). Las células se caracterizan por ser
inmaduras con nula polaridad, sobreposicion de los nucleos y anisonucleosis; el nucleo es oval o
ligeramente alargado, orientacion vertical y carente de nucléolo; ademaés el citoplasma es escaso en
las capas basales y mejor definido en las mas superficiales; se pueden detectar coilocitos y
disqueratocitos, principalmente en las lesiones correspondientes a una NIC 2 (DiSaia, 2002). Ademas,
las modificaciones nucleares son muy relevantes, con un marcado incremento de la relacién ntcleo-
citoplasma, cromatina grumosa y multiples anormalidades en la membrana nuclear (Flores et al.,
2002). Ademas, existe una atipia moderada a intensa y una desorganizacion desde el estrato basal hasta
el intermedio y aumentando la proliferacion de células inmaduras atipicas (Jackson et al., 2012). Una
caracteristica importante es la presencia de mitosis anormales, las cuales se pueden ver tanto en la
citologia como en la biopsia. Muchas de las lesiones de alto grado son aneuploides y los hallazgos
morfoldgicos que mejor se correlacionan con la aneuploidia son las figuras mitdticas anormales

(DiSaia, 2002).

6.3 Cancer de Cérvix

El cancer de cérvix (CC) continua siendo uno de los canceres mas comunes entre las mujeres alrededor
de todo el mundo, solamente detras del cancer de mama, colorrectal y de pulmén. En los paises en
desarrollo es mas comun, siendo el segundo cdncer méas comun en incidencia y el tercero con mayor
mortalidad (Global Cancer Observatory, 2012). En Guatemala, el 35% de la poblacioén consiste en
mujeres entre los 25-54 afios de edad. La falta de tamizajes en Guatemala contribuye a una alta
incidencia del CC de 21.2 por cada 100,000 mujeres, lo cual es mucho mayor que en otros paises en
los que el tamizaje es mas comun, tal es el caso de Estados Unidos que posee una incidencia de 6.5
por cada 100,000 mujeres (Gottschlich et al., 2020). EI CC se extiende en el parametrio, vagina, utero,
organos adyacentes (vejiga y recto) y nodos linfaticos cercanos. Ademas, el desarrollo de metéstasis
a pulmones, higado y esqueleto por la via hematdgena es tardia (Bhatla et al., 2018). La unién escamo-
columnar del epitelio cervical es la zona con mayor susceptibilidad a la infeccion por el VPH y la més
frecuente de localizacion del carcinoma. El riesgo para la progresion a CC depende de la persistencia
de la infeccion y en la integracion del ADN viral en las células basales del estrato epitelial, siendo los

virus de alto riesgo los que se integran al ADN hospedero (Grillo-Ardila et al., 2008). La WHO

10
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reconoce dos principales tipos histologicos de CC que son el carcinoma de células escamosas (75%
de todos los casos) y el adenocarcinoma (15-25% de los casos). De tal manera, existen diferentes tipos
histologicos de cancer cervicouterino como el carcinoma de células escamosas del cérvix,
adenocarcinoma cervical, carcinoma adenoescamoso y los tumores neuroendocrinos del cérvix

(Vicuna et al., 2009).

6.4 Virus del Papiloma Humano
6.4.1 Biologia del Virus del Papiloma Humano

El virus del papiloma humano (VPH) pertenece a cinco de los 18 géneros de la familia
Papillomaviridae, siendo los géneros alfa, beta, gamma, mu y nu. El VPH posee una capside
icosaédrica compuesta por 72 capsdémeros pentaméricos y un didmetro de 55 nandémetros (Howley &
Lowy, 2007). El genoma del VPH es circular y de acido desoxirribonucleico (ADN) con un tamafio
aproximado de 8,000 pares de bases (Toro-Montoya & Tapia-Vela, 2021). El genoma del virus posee
un origen de replicacion, de union a factores de transcripcion y control de la expresion génica conocido
como LCR (Chan et al., 2019). Los genes se dividen en dos grupos: tempranos y tardios. Los genes
tempranos son E1, E2, E4, ES, E6 y E7 y los tardios L1 y L2. Algunos papilomavirus presentan dos
marcos de lectura adicionales E3 y E8 (Santos-Lopez et al., 2015). Los genes tempranos E1, E2, E4 y
E5 se encargan de la replicacion y transcripcion del ADN viral y juegan un papel importante en la
apoptosis, proliferacion celular, alteracion de las rutas de sefializacion, reconocimiento inmune y, en
el caso de E2, en la inhibicion de E6 y E7. El gen E6 participa en la degradacion de p53, altera la
regulacion del ciclo celular, confiere resistencia a la apoptosis, inestabilidad cromosémica e
inmortalizacion celular. El gen E7 estd involucrado en la degradacion de pRb, regula la reentrada a la
fase S del ciclo celular y regula la sobreexpresion de p16 (Howley & Lowy, 2007; de Sanjosé et al.,
2018). Existen mas de 150 genotipos diferentes de VPH, entre los cuales solamente 40 afectan al ser
humano. Los tipos que afectan al ser humano son clasificados en dos grupos, de acuerdo a su
prevalencia en lesiones malignas: alto riesgo y bajo riesgo. Los denominados de alto riesgo son
causantes del CC (De la Fuente-Villarreal et al., 2010). Los tipos 16 y 18 son causantes de

aproximadamente el 70% de los casos de CC. Mientras que el otro 30% es repartido entre los tipos 31,

11
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33, 35, 39, 45, 52, 58, 59, 66 y 68. Por otro lado, los tipos de bajo riesgo solamente causan pequenas

lesiones o verrugas (Munoz et al., 2003).
6.4.2 Ciclo de vida y carcinogénesis del Virus del Papiloma Humano

El ciclo de vida del virus se divide en una etapa temprana y otra tardia los cuales estan ligados al
estado de diferenciacion epitelial de las células infectadas. E1 VPH infecta los queratinocitos basales
del conglomerado columnar-escamoso del cérvix e introduce los viriones por la interaccion de la
proteina L1 con la superficie celular (Day et al., 2007; Doorbar & Griffin, 2007; Smith et al., 2007).
El virus entra a la célula por endocitosis dependiente de clatrina mediada por receptor. Posterior a la
entrada del virus a la célula, la proteina L2 y el genoma viral migran al nticleo celular y una vez dentro
del nacleo, el genoma empieza a transcribirse. Las proteinas E1 y E2 son las primeras en expresarse y
regulan la replicacion del genoma viral episomal. Luego, los genes E1, E2, E5, E6 y E7 al expresarse
inducen la proliferacion celular, incrementando el nimero de células susceptibles a la infeccion.
Posteriormente, inicia la expresion del gen E4 que regula positivamente la replicacion viral vy,
finalmente, activa la transcripcion de los genes L1 y L2, los cuales son proteinas de la capside viral y
permiten la salida de nuevos viriones que podran infectar otras células (Conway & Meyers, 2009;

Doorbar et al., 2012; Howley & Lowy, 2007).

El genoma de los tipos de alto riesgo, suelen encontrarse integrado al genoma humano en los pacientes
con CC invasivo y ha sido propuesto que este es el paso clave para la transicion de lesiones escamosas
intraepiteliales de alto grado a CC. La integracion del virus ha sido un tema muy estudiado debido a
que podria proporcionar informacion para el tratamiento de estas lesiones y detener la proliferacion
de las células cervicales. El virus utiliza las regiones més susceptibles de los cromosomas celulares,
ya que no afectan los ciclos de division y replicacion normales. Las oncoproteinas E6 y E7 interrumpen
el ciclo normal de la division celular del hospedero. Inhiben los inhibidores de la quinasa dependiente
de ciclina (CDK) y degradan la proteina p53 (Longworth & Lalmins, 2004; Xiaoqun et al., 2019).
Estas proteinas son descritas como supresores tumorales, debido a que son capaces de regular la
division celular. La proteina p53 es encargada de detener la mitosis en la etapa entre las fases G1 y S,
esto en caso de detectar alguna alteracion en el ADN. Esto sugiere que una alteracion o la degradacion

de ésta, produciria una proliferacion celular descontrolada (Lopez et al., 2001).

12
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Un estudio reciente llevado a cabo en Guatemala reporté que en LEIAG y en CC los tipos de alto
riesgo 16 y 18 fueron los mas prevalentes al ser comparados con otros tipos de alto riesgo del virus
(Garcia et al., 2019). Por otra parte, las lesiones intraepiteliales de bajo grado (LEIBG) Uinicamente
presentan un porcentaje de progresion a LEIAG y CC del 10 y 1%, respectivamente (Apgar et al.,
2009). Ademas, estudios de metaanalisis han demostrado que las LEIBG presentan en menores
porcentajes a los tipos 16 y 18 en comparacion a lo observado en LEIAG y CC. (Peralta-Rodriguez et

al., 2012).

6.4.3 Linajes y variantes de los genes E6 y E7 en los tipos 16 y 18 del Virus de Papiloma

Humano

Las variantes en los genes E6 y E7 han sido relacionados con la progresion de las lesiones cervicales.
Las variantes de E6 y E7 presentes en los linajes asiaticos y americanos de VPH 16 han sido asociados
a la persistencia de la infeccion y un mayor riesgo de progresion a lesiones cervicales, como lo es un
mayor riesgo de NIC 3 y CC (Gheit et al.,, 2011). Ademas, se ha reportado que las variantes
incrementan la habilidad de transformacion de los queratinocitos in vitro, y factores de riesgo como la
virulencia del virus y el escape inmunoldgico los cuales estdn asociados a la progresion de CC (Zhe
et al., 2019). Por su parte, las variantes del VPH 18 han sido asociadas a la persistencia y progresion
de los adenocarcinomas y carcinomas de células escamosas. No obstante, se conoce que las variaciones
del VPH 18 también producen diferencias en el potencial oncogénico. Por ejemplo, se ha reportado en
estudios latinoamericanos que variantes no europeas incrementan la persistencia del virus y se
encuentran mas asociadas a las lesiones de alto grado que las variantes europeas. Finalmente, las
variantes de E6 del VPH 18 representan una gran cantidad de informacion filogenética con la que se
han apoyado las propuestas de clasificacion filogenéticas del virus (Chen et al., 2015; Villa et al.,

2000).

Las variantes de los genes E6 y E7 en los tipos 16 y 18 del VPH muestran una correlacion con la
progresion de las lesiones de cérvix y varian por etnia y origen geografico de la paciente diagnosticada
con la infeccion por VPH (Xi et al., 2006). Las variantes intra tipicas del VPH son definidas por tener
menos de un 10% de variacion en la secuencia del gen L1 con respecto a una cepa de referencia.

Mientras que variantes entre 0.5-2% al analizar el genoma completo entre los tipos de VPH definen
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linajes distintos (De Boer et al., 2005). Las variantes intra tipicas del virus son divididas y clasificadas
de manera filogenética. De tal manera, el VPH 18 posee tres linajes reportados: Europeo, Africano y
Asiatico-Amerindio; y 8 distintos sublinajes: A1-5, B1-3 y C. Siendo los sublinajes A de origen
Asidtico-Amerindio y Europeo, y los sublinajes B y C de origen Africano (Burk et al., 2013; Ong et
al., 1993). Asi mismo, para el VPH 16 han sido propuestos los linajes Europeo, Norteamericano,
Central y Sudamericano, Sureste asiatico y Africano (Yamada et al., 1997). Los diferentes linajes de
VPH que han sido descritos y propuestos se presentan en determinados y especificos tipos de
histopatologias (LEIAG y CC). Un estudio llevado a cabo en China en el cual se evaluaron tres linajes
distintos de VPH 16 basados en los genes E6/E7 reportd que los linajes se encontraron asociados a
diferentes grados de lesiones cervicales (Zhe et al., 2019). En México un estudio que evalud tres linajes
de VPH 16 (Europeo, sub variante a Asiatico-Americano y sub variante ¢ Asiatico-Americano) reportd
que el linaje Europeo se encontré con mayor frecuencia en el CC a comparaciéon con las LEIAG,
mientras que la sub variante ¢ solamente se encontré en CC. Asi mismo, reportaron que para tres
linajes del VPH 18, el Europeo se encontr6 unicamente en CC (Lizano et al., 2006). En Guatemala se
han reportado a los linajes de VPH 16, D2 y D3 como los mas frecuentes en CC y adenocarcinoma
(Lou et al., 2020). No obstante, aun no se cuenta con informacion sobre la relacion de los linajes de

VPH 16 con LETAG. Ademas, sobre los linajes de VPH 18 auin no se cuenta con informacion.

6.5 Presion selectiva

La presion selectiva se refiere a cualquier fendmeno externo a las poblaciones de VPH, como los
antivirales o la respuesta inmune, que afecta directamente la manera en la que los alelos aparecen en
la poblacion (Stanovov et al., 2018). Los genes E6 y E7, al ser genes que se ven involucrados
directamente en la oncogénesis y como consecuencia, en la proliferacion viral, son genes que estan
sometidos a presiones selectivas (Chen et al., 2019). La importancia de realizar analisis evolutivos en
agentes infecciosos, es la forma en la que permite determinar la manera en que varian las frecuencias
de diferentes alelos de estos genes, que pueden hacer a los linajes de VPH mas patogénicos (King et
al., 2016). Un andlisis muy utilizado para inferir si existe presion selectiva, es el radio de sustituciones
nucleotidicas no sindnimas y sinonimas (dN/dS). Esto es ampliamente utilizado, dado que puede

inferir seleccion hasta el nivel de codon (King et al., 2016). Los resultados en este andlisis se
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interpretan como una presion selectiva positiva cuando el valor de dN/dS es mayor a 1 y se identifica

como presion selectiva purificadora cuando el valor de dN/dS, es menor a 1 (Frati et al., 2020).

7. Estado del arte

La manera en la que el VPH afecta las células del cérvix sigue siendo materia de estudio. La infeccion
por los tipos de VPH de alto riesgo se encuentra relacionada con el elongamiento y el crecimiento de
las células exteriores del cuello uterino en un 57% de casos y en un 18.6% de casos cuando la infeccion
es por VPH de bajo riesgo (lijima et a., 2019). La infeccion por los tipos de VPH 6/11 y 16/18 se
encuentran en un 31.95% y 34.91% de casos de hiperplasia de mama, respectivamente; ademas los
tipos de VPH 6/11 y 16/18 se encuentran en un 11.83% y 14.79% de los casos de tejido normal,
respectivamente. Por lo que, las infecciones por los tipos de VPH 6/11 y 16/18 podria estar relacionada

con el desarrollo de hiperplasia de mama (El-Sheikh et al., 2021).

Varios estudios actuales han sido relacionados con el tema de terapia dirigida hacia los oncogenes E6
y E7, causantes de la proliferacion celular en pacientes que presentan lesiones premalignas y CC, por
lo que han sido el blanco principal de los tratamientos mas novedosos. Por ejemplo, ha sido
comprobado que el miR330-5 es capaz de suprimir una serie de factores de transcripcion tanto del
hospedero como del virus y reduce la transcripcion de los oncogenes E6 y E7, disminuyendo el dafio

a los tejidos (Cui et al., 2019).

Actualmente, diversos estudios evaluan la funcionalidad de la vacuna en diversas partes del mundo.
Se ha estudiado el impacto a largo plazo que puede producir, la cobertura y el acceso que estan
teniendo diferentes paises alrededor del mundo (Rodriguez et al., 2020; Wang et al., 2020). Con
relacion a las medidas tomadas para combatir el cancer de cérvix en Guatemala, la vacuna contra el
VPH fue introducida en el afio 2018. No obstante, en Latinoamérica se introdujo desde el afio 2006 y,
junto a ello, se han implementado programas de monitoreo y cobertura de casos en paises como
Argentina, Brasil, México, Honduras, Puerto Rico, entre otros. A pesar de ello, en Guatemala los
esfuerzos son muy reducidos para el desarrollo de un programa de monitoreo que de un seguimiento

y cobertura de los datos disponibles (Luciani et al., 2018).
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Por ultimo, existen estudios moleculares con objetivos similares a los presentados en nuestro estudio,
que han sido publicados recientemente por investigadores de paises asidticos y europeos (Li et al.,
2020). Se han estudiado las variantes y los linajes en las proteinas E6/E7 de los tipos 16 y 18 en China,
Japon, Corea del Sur, Iran, Italia, Croacia, entre otros (Dai et al., 2020; Frati et al., 2020; Hosseini et
al., 2020; Karadza et al., 2020; Yamaguchi-Naka et al., 2020). En dichos estudios se ha encontrado
que los distintos linajes, ubicados en regiones geograficas especificas, presentan caracteristicas
genéticas diferentes y que las frecuencias de las variantes genéticas de los genes E6/E7 varian entre
linajes (Ferreira et al., 2021). Ademas, han sido descubiertas nuevas variantes en las proteinas E6/E7
en los tipos de alto riesgo del VPH, las cuales podrian estar asociadas a una mayor patogenicidad del

virus (Kim et al., 2020).

12.0bjetivos
8.1 General

Determinar los tipos de VPH 16 y 18 de 142 muestras de lesiones escamosas intraepiteliales de alto

grado (LEIAG) y/o céncer de cérvix (CC).

Nota: Los objetivos generales y especificos fueron modificados segin el acuerdo de direccion Digi

P056-2022 (Figura.l)
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12.Hipotesis

No aplica.

12.Materiales y métodos
10.1 Enfoque de la investigacion

Enfoque Mixto.

10.2 Método

El método utilizado para la recoleccion de muestra fue a partir de la autorizacion de las autoridades
del Hospital Roosevelt y del laboratorio PATMED, con la cual se obtuvieron las muestras cervicales
que estaban almacenadas y fueron anteriormente tomadas, embebidas en bloques de parafina y
diagnosticadas histo-morfoldégicamente por ginecologos y patdlogos del departamento de patologia
del Hospital Roosevelt y del laboratorio PATMED. Un citotecnologo obtuvo dos scrolls para cada
paciente, a partir de los bloques de parafina que contenian las muestras cervicales anteriormente
diagnosticadas como LEIAG o CC, haciendo uso de un micrétomo. Cada scroll fue enviado en un
tubo de microcentrifuga al Laboratorio de Inmunogenética del Hospital Roosevelt o al Laboratorio de

Biologia Molecular del CUNZAC.

Los laboratorios cuenta con areas para la extraccion de ADN, areas de pre-PCR y areas de PCR en las
cuales se llevd a cabo la amplificacion de los genes de interés. Ademas, cuenta con técnicos de
laboratorio experimentados en andlisis moleculares y bioinformaticos. Se cuenta con termocicladores
de punto final MiniAmp y MiniAmp Plus con los cuales se realiz6 la deteccion del VPH y su

tipificacion.
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10.3 Recoleccion de informacidon

Las muestras que se emplearon fueron tejidos embebidos en bloque de parafina provenientes de
biopsias cervicales. Las biopsias que se utilizaron son de pacientes diagnosticadas histo-
morfolégicamente con LEIAG o CC. El diagndstico fue llevado a cabo por médicos ginecologos y
patologos del Hospital Roosevelt y del laboratorio PATMED, y las muestras positivas para LEIAG o
CC fueron incluidas en el estudio. De las biopsias embebidas en parafina seleccionadas se obtuvieron
dos scrolls haciendo uso de un micro6tomo para su posterior extraccion de ADN. Se usé un muestreo
a conveniencia y no probabilistico. El muestreo a conveniencia responde al costo elevado de las
pruebas y metodologias a utilizar, lo que hace imposible trabajar con un nimero mayor de muestras.
La extraccion de ADN se realiz6 con un kit de extraccion a partir de tejido embebido en bloque de

parafina.

La tipificacion de los virus de alto riesgo se llevaron a cabo en el Laboratorio de Inmunogenética del
Hospital Roosevelt y el Laboratorio de Biologia Molecular del CUNZAC. Fue realizado por técnicos
de laboratorio de biologia molecular y supervisado por un especialista. Se utilizé la metodologia de

PCR en punto final.

Universo o poblacion: muestras de tejido embebido en parafina proveniente de pacientes mujeres

guatemaltecas que presentaron un diagnostico histo-morfolégico de LEIAG o CC.

Muestra: muestras de tejido embebido en parafina proveniente de pacientes mujeres que presentan
diagnostico histo-morfologico de LEIAG y muestras de tejido embebido en parafina proveniente de
pacientes que presentan diagndstico histo-morfoldgico de CC que acudieron a la clinica de colposcopia

del Hospital Roosevelt y del laboratorio PATMED.

Criterios de inclusion: muestras de tejido embebido en parafina proveniente de pacientes mujeres

mayores de edad que hayan presentado un diagnostico histo-morfoldgico de LEIAG o CC.

Criterios de exclusion: muestras de tejido embebido en parafina proveniente de pacientes mujeres
mayores y menores de edad que no hayan presentado un diagndstico histo-morfologico de LEIAG o

CC.
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Criterios de seleccion de informantes: los encargados de seleccionar las muestras de tejido embebido
en parafina con el mejor tejido seran especialistas en el area de colposcopia y patologia que laboran

en el Hospital Roosevelt y del laboratorio PATMED.

Instituciones: departamento de patologia del Hospital Roosevelt y del laboratorio PATMED: seleccion
de muestras de tejido embebido en parafina provenientes de pacientes mujeres mayores de edad que

hayan presentado un diagnostico histo-morfoldgico de LEIAG o CC.

Laboratorio de Inmunogenética del Hospital Roosevelt o el Laboratorio de Biologia Molecular del
CUNZAC: almacenamiento de muestras, realizacion de PCR para amplificacion de genes E6/E7 y
escritura de informe final. Realizacion de PCR para la deteccion y tipificacion de VPH que permita

determinar los tipos de alto riesgo.
10.4 Técnicas e instrumentos
10.4.1 Recoleccion de muestra

Se recolectaron muestras embebidas en bloque de parafina almacenadas en el departamento de
patologia del Hospital Roosevelt y del laboratorio PATMED y que poseian un diagnéstico histo-
morfoldgico de LEIAG o CC. De los bloques de parafina se obtuvieron scrolls haciendo uso de un
microtomo con una medida entre 4um hasta 20 pm. Los scrolls fueron colocados en un tubo de
microcentrifuga y se transportaron al Laboratorio de Inmunogenética del Hospital Roosevelt y al
Laboratorio de Biologia Molecular del CUNZAC. Se contd con dos grupos de muestras: el primero
constituido por lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado (LEIAG) y el segundo por cancer de
cérvix (CC). Fueron seleccionados estos dos tipos de lesiones debido a que en ellas se ha reportado
una mayor proporcion de los tipos de alto riesgo de VPH 16 y 18. Ademas, las LEIAG y el CC

representan una mayor importancia clinica y oncoldgica para el médico oncélogo.

10.4.2  Extraccion y purificacion de dcidos nucleicos (ADN)

La extraccion de ADN se llevo a cabo a partir del kit GeneJET FFPE DNA Purification Kit (#K0882).
Para ello se sigui6 el protocolo establecido por el fabricante el cual se detalla a continuacion. Primero
se agregd uno o mas scrolls (hasta ocho maximos) de 10 um de grosor a un tubo de microcentrifuga
de 2.0 ml y se afiaden 200 pl de Digestion Buffer. Se realizé una incubacion a 90°C durante 3 minutos

usando un bloque térmico. Durante la incubacidon se mezcld la muestra por agitacion manual.
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Finalizada la incubacion se mezcld con vortex para terminar de disolver la parafina, se enfrid a
temperatura ambiente y se realiz6 un spin corto para limpiar la tapa del tubo. Se agregé 20 ul de la
solucion de Proteinasa K, se mezclo con vortex para uniformizar la suspension y se realizé un spin
corto para limpiar la tapa del tubo. Se incub6 la muestra a 65°C durante 50 minutos en un bloque
térmico o thermoshaker, realizando vortex ocasionalmente. Posterior a la incubacion, la muestra se
transfiri6 a un bloque térmico y se incubo a 90°C durante 40 minutos. Finalizando la incubacion, la
muestra se centrifugd a 6000 x g durante 1 minuto y se transfiriéo 200 pl del lisado a un nuevo tubo de
2.00 ml, dejando todas las particulas de parafina. Se afiadié 10 pl de la solucion de RNase A a la
muestra, se mezcld con vortex, se realizé un spin corto para limpiar la tapa del tubo y se dejo reposar
a temperatura ambiente durante 10 minutos. Finalizados los 10 minutos, se afiadié 200 pl de Binding
Buffer, se mezclo con vortex durante 10 segundos para uniformizar la suspension y se realizo un spin
corto para limpiar la tapa del tubo. Ademas, se afiadio 400 ul de Etanol (96-100%) a la muestra, se
mezclo con vortex durante 10 segundos para uniformizar la suspension y se realizé un spin corto para
limpiar la tapa del tubo. El lisado obtenido se transfiriéo a una GeneJET DNA Purification Column
(columna) insertada en un tubo colector, se realizé una centrifugacion a 6000 x g durante 1 minuto, se
descart6 el tubo colector con el filtrado y la columna se coloc6 en un nuevo tubo colector. Se agregd
500 pl del Wash Buffer 1, se realizd una centrifugacion a 8000 x g durante 1 minuto, se descart6 el
filtrado y la columna se coloc6 nuevamente en el mismo tubo colector. Se agregd 500 pl de Wash
Buffer 2, se realiz6 una centrifugacion a méxima velocidad (12000 x g) durante 3 minutos, se descartd
el filtrado y la columna se colocé nuevamente en el mismo tubo colector. Se realizd una nueva
centrifugacion a maxima velocidad (12000 x g) durante 1 minuto para secar la membrana, se descartd
el tubo colector con el filtrado y la columna se colocd en un tubo de microcentrifuga de 2.0 ml. Se
agreg6 60 ul de Elution Buffer directamente al centro de la membrana de purificacion de la columna,

se dejo reposar a temperatura ambiente durante 2 minutos y se realizé una centrifugacion a 8000 x g
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durante 1 minuto. Se descart6 la columna y el ADN purificado puede ser utilizado o almacenado a -

20°C.

10.4.3 Cuantificacion de ADN

La cuantificaciéon de ADN genomico para cada una de las muestras se utilizo el equipo Nanodrop de
ThermoFisher Scientific. Cada muestra fue agitada en el vortex y fue centrifugada. Posteriormente se
carg6 al Nanodrop un 1 pl de agua ultra pura, para ser usada como blanco de lectura. Luego se carg6
1 pl de cada muestra individualmente al Nanoprop para ser cuantificada. Las muestras debieron tener

una concentraciéon mayor o igual a 10 ng/ul para ser analizadas mediante PCR en punto final.

10.4.4  Deteccion del VPH y Genotipificacion de los tipos de alto riesgo 16y 18

La deteccion del VPH y la genotipificacion de los tipos de alto riesgo 16 y 18, se llevé a cabo utilizando
la metodologia de PCR multiple anidado propuesto por Sotlar y colaboradores (2004). Para esto se
utilizo la plataforma MiniAmp™ Plus Thermal Cycler de Applied Biosystems. La deteccion del ADN
viral de VPH se realiz6 en la primera reaccion del PCR multiple anidado para esto se utilizaron los
cebadores degenerados GP-E6-3F, GP-E7-5B y GP-E7-6B (Sotlar, et al., 2004). Para estas reacciones
se utilizaron 25 pl de DreamTaq Hot Start PCR Master Mix (2X) (KA9011, Thermofisher Scientific),
3.75 pl de cada cebador forward y reverse (0.75 uM), 10 pg o 1 ng de cada muestra y se llegd a un
volumen final de 50 pl con agua ultrapura libre de nucleasas. Los pardmetros de amplificacion fueron
los siguientes: 1 ciclo a 95°C durante 3 minutos, 40 ciclos a 95°C por 30 segundos, 40.0°C por 30

segundos, 72°C por 1 minuto y 1 ciclo a 72°C por 10 minutos.
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La genotipificacion de los tipos 16 y 18 de VPH se realiz6 en la segunda reaccion. Los cebadores
forward 5'-cacagttatgcacagagctge-3' y reverse S'-catatattcatgcaatgtaggtgta-3' se utilizaron para la
genotipificacion del tipo 16 (Sotlar, et al., 2004). Para la genotipificacion del tipo 18 se utilizaron los
cebadores forward 5'-cacttcactgcaagacataga-3' y reverse 5'-gttgtgaaatcgtcgtttttca-3' (Sotlar, et al.,
2004). Para estas reacciones se utilizaron 25 pl de DreamTaq Hot Start PCR Master Mix (2X)
(KA9011, Thermo Fisher Scientific), 3.75 ul de cada uno de los cebador forward y reverse (0.5 uM),
10 pg o 1 pug de los amplicones de la primera reaccion y se llegd a un volumen final de 50 ul con agua
ultrapura libre de nucleasas. Los parametros de amplificacién fueron los siguientes: 1 ciclo a 95°C
durante 3 minutos, 40 ciclos a 95°C por 30 segundos, 40°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto y 1
ciclo a 72°C por 10 minutos. Se obtuvieron amplicones con un tamafio de 457 pb para el genotipo 16
de VPH y para el genotipo 18 de VPH, amplicones de 322 pb. Los productos de amplificacion fueron
visualizados por electroforesis en geles de agarosa al 2% utilizando un marcador de peso molecular

con sensibilidad de 50 pb.

10.5 La Procesamiento y analisis de la informacion

El ordenamiento y procesamiento de datos, se llevd a cabo en los programas Microsoft Excel. Se

calcularon las prevalencias de los tipos de VPH 16 y 18.
11. Resultados y discusion

11.1 Resultados

Se colectaron 142 bloques de tejido en parafina, 38 de estos provenian del Hospital Roosevelt y 104
del laboratorio de patologia médica PATMED. De los bloques de tejido embebido en parafina 92
pertenecian a LEIAG y 50 de CC (Tabla 1). El 23.94% de muestras colectadas fueron positivas para
VPH 16, el 0.70% para VPH 18 y 75.35 fueron negativas para VPH 16 y VPH 18. La prevalencia
para VPH 16 y/o VPH 18 en LEIAG fue de 27.17% y para CC fue del 20%. La prevalencia de VPH
16 (26.08%) en LEIAG fue mayor en comparacion a la de VPH 18 (1.08%). Para CC la prevalencia
de VPH 16 fue del 20% sin embargo fue nula para presencia de VPH 18 para este grupo (Tabla 2).
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Tabla 1
Tipos de muestras para la deteccion de los tipos VPH 16 y VPH 18

Tipo de Muestra Cantidad
LEIAG 92
CC 50
Total 142

Tabla 2
Resultados de deteccion y prevalencia de los tipos VPH 16y VPH 18 en LEIAG y CC.

Tipo de muestra Positivo VPH 16 Positivo VPH 18 Prevalencia Prevalencia
VPH 16 VPH 18
LEIAG 24 1 26.08 1.08
CC 10 0 20 0

11.2 Discusion de resultados

El presente estudio determind la relacion entre las lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado y
cancer de cérvix con los linajes de los tipos 16 y 18 del virus de papiloma humano basados en los
genes E6 y E7. Sin embargo, por la problemaética actual de la Universidad de San Carlos de Guatemala
hubo un retraso importante en la compra de los insumos y reactivos mas la inaccesibilidad de los
laboratorios de la Universidad de San Carlos dio como resultados un retraso significativo en la
implementacion de metodologias y en el analisis de las muestras. Por lo que, se sustituyo el objetivo
general y los objetivos especificos por determinar los tipos de VPH 16 y VPH18 de 142 muestras de

lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado (LEIAG) y/o cancer de cérvix (CC).

Sin embargo, este estudio determiné la presencia de los tipos VPH16 y VPHI8 en muestras de
lesiones intraepiteliales de alto grado (LEIAG) y/o cancer de cérvix (CC). Este es uno de los escasos
estudios realizados en Guatemala en donde se determino la prevalencia de VH16 y VPH18 los cuales
son los mas prevalentes en el pais. La prevalencia de VPH16 y/o VPH18 en LEIAG fue de 27.17% y
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para CC fue de 20%. Se determind que el serotipo mas prevalente en LEIAG y CC fue el VPH16. Por
el contrario, VPH18 se determin6 en una muy baja prevalencia en LEIAG y se encontrd totalmente
ausente en CC. Estos resultados coinciden parcialmente con los de un estudio realizado durante el
2017 en el Instituto Nacional de Cancerologia de Guatemala en donde se determiné la prevalencia de
serotipos de alto riesgo de VPH en mujeres libres de cancer cervical. Los resultados de este estudio
determinaron una prevalencia del 22% para VPH16 y 11% para VPH18 (Lou, Gharzouzi, Guerra,
2018).

Sin embargo, estos resultados no coinciden con los presentados en multiples estudios realizados en
Guatemala. Durante un estudio realizado en Guatemala durante el 2007 se determind que en 112
mujeres con cancer cervical positivas para VPH presentaron una prevalencia de 39% para VPHI16 y
16% para VPH18 (Arroyo, et al., 2008). Las prevalencias reportadas en el informe del virus del
papiloma humano y enfermedades relacionadas del 2021 para Guatemala en donde se encontr6é que
las mujeres que presentaban lesiones cervicales de alto grado positivas para VPH 16 y/o VPH 18
representaron el 56.9% y 68.2% de mujeres con cancer cervical fueron positivas para VPH 16 y/o
VPH 18 (Bruni, et al., 2021). Las discrepancias entre las prevalencias de VPH16 y VPH18 en lesiones
de alto grado y/o cancer cervical reportadas en estos estudios y la reportada en la presente investigacion
pueden explicarse a las diferencias entre el nimero de muestras analizadas, el tipo de muestras
analizadas y una baja representatividad de la diversidad étnica, socioecondmica y cultural del presente

estudio.

Adicionalmente, los resultados reportados en este estudio no coinciden con los reportados en otros
estudios a nivel mundial. En un estudio realizado en Latino América y el Caribe para determinar la
prevalencia de HPV en mujeres con lesiones de alto grado y cancer cervical en donde se incluyeron
18 paises. El metaanalisis determind una prevalencia en lesiones de alto grado para VHP16 del 46.5%
y para VPH18 de 8.9%. Para mujeres con cancer cervical se encontrd una prevalencia para VPH16 de
53.2% y para VPHI8 de 13.2%, estos serotipos fueron los mas prevalentes para ambos grupos
(Ciapponti, et al., 2011). Adicional a esto las prevalencias reportadas para paises Nordicos positivos
para VPH16 en lesiones de alto grado 35.2% y 6.4% para VPH18, por el contrario para mujeres con
cancer cervical la prevalencia para VPH16 fue de 50.2% y para VPH18 fue de 7.9% (Dovey, et al.,
2019). Estudios realizados en Israel para determinar la prevalencia de VPH16 y VPH18 en lesiones

de alto grado y cancer cervical. Se determind que las lesiones cervicales presentaron una prevalencia
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de VPHI16 del 42% y para VPHI8 4.9%. Para las mujeres con cancer cervical se encontré una
prevalencia para VPH16 de 57.4% y para VPHI18 de 7.8% (Siegler, ef al., 2017). En china la
prevalencia reportada en el 2021 para lesiones de alto grado positivas para VPH16 fue de 58.6 y para
VPH18 fue de 10.8%, por el contrario para mujeres con cancer cervical el 91.6% fue positiva para
VPH16 (Guo, et al., 2021). En un estudio realizado en Yemen se determind que la prevalencia de los
VPH16 y VPHI18 en mujeres con CC fue de 37% para VPH16 y 16% para VPH18 (Ahmed, et al.,
2018). En Curacao la prevalencia para VPH16 y VPHI18 en lesiones de alto grado fue de 30.8% y
10.3% respectivamente y para cancer cervical fue de 38.5% y 13.5% respectivamente (Hooi,
Lissenberg-Witte, Koning, 2018). Las discrepancias entre las prevalencias reportadas en este estudio
y los mencionados anteriormente pueden deberse a factores culturales, socioeconémicos propias de

cada region o a las diferencias entre las metodologias utilizadas.

La baja prevalencia de las muestras a VPHI16 y VPHI18 posiblemente se deba al método de
preservacion del tejido de las muestras. El formaldehido empleado en la fijacion de los tejidos de las
muestras pudo haber producido una degradacion o fragmentacion del ADN y entrecruzamiento entre
las proteinas y el ADN, esto puede imposibilitar la amplificacion de la region diana del ADN para la
deteccion de VPH16 y VHI18 (Gilbert & Cohen, 1987; Wilson, 1997). El entrecruzamiento entre el
ADN vy las proteinas producen un aumento en la sensibilidad del ADN al estrés mecanico y disminuye
la accesibilidad de las enzimas, esto podria explicar en parte la baja eficiencia de la PCR lo cual dio
como resultado una baja positividad (Bonin, Petrera, Niccolini, B, & Stanta, 2003). Adicional a esto
la degradacion y fragmentacion del ADNg producida por el formaldehido posiblemente limit6 la
disponibilidad de la region diana de 630 bp de los oncogene e6/e7 para la deteccion de los diferentes
serotipos de VPH ya que esta degradacion produce por lo general fragmentos de ADN menores a 300
pb los cuales son totalmente inadecuados para usarse como plantilla de amplificacion para la PCR
(Blow, 2007, Bereczki, et al., 2007). Estos resultados coinciden con los reportados por un estudio en
donde se evaluaron diferentes protocolos de identificacion mediante la reaccion anidada multiple de
la cadena para VPH16 y VPH18 en muestras de tejido embebido en parafina de carcinoma de cuello
uterino. Unicamente 3 de 24 (12.5%) muestras de carcinoma de células escamosas fueron positivas
para VPH16, 1 de 4 (25%) muestras de neoplasias intraepiteliales grado 2 y 1 de 3 (33.3%) muestras
de neoplasias intraepiteliales grado 3 fueron positivas para para VPH16. Esta baja positividad para

VPH16 fue atribuida a la carente disponibilidad de la region diana de 630 pb del gen e6/e7 del VPH,
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producida posiblemente a la inhibicion de la PCR por la formalina o la reticulacién del ADN (Prakash,

etal., 2016).

Otras de las razones las cuales podrian explicar este resultado puede deberse a los residuos de parafina
en los eluidos de ADN utilizados como plantilla para la PCR y/o inhibidores producidos por el proceso
de extracciéon de ADN, los cuales inhibieron o disminuyeron la eficiencia de la reaccion de PCR
(Lenze, Miiller, & Hummel, 2012). Este resultado coincide con los obtenidos en un estudio donde se
evaluo la eficiencia de un protocolo de eliminacion de entrecruzamiento de ADN e inhibidores de PCR
durante la extraccion de ADN para muestra de tejido embebido en parafina. Para esto se utilizaron 150
muestras de tejido embebido en parafina de las cuales 50 corresponden a biopsias cervicales de
neoplasia intraepiteliales grado 2 y 3 y 100 biopsias de carcinoma de células escamosas de cuello
uterino, ano, vagina, pene cabeza y cuello, la extraccion del ADN se realizd utilizando dos diferentes
protocolos de extraccién, ambos protocolos se diferenciaban en que uno incluyé un proceso de
eliminacion de inhibidores de PCR y entrecruzamiento de ADN. Se utilizé un PCR en tiempo real para
la deteccion de VPH16. Se encontrd que Gnicamente 94 (62.7%) muestras de las 150 las cuales no se
les someti6 al proceso de eliminacién de inhibidores de PCR y entrecruzamiento de ADN fueron
positivas para VPH16. Por el contrario 110(73.3%) muestra de 150 que se les sometio les someti6 al
proceso de eliminacion de inhibidores de PCR y entrecruzamiento de ADN fueron positivas para
VPHI16 . Este resultado se le atribuyo a la reticulacion de los acidos nucleicos producida por los
residuos de formaldehido e inhibidores de PCR presentes en las plantillas de amplificacion usadas

(Steinau, Patel, & Unger, 2011).

Por otra parte, este estudio contribuy6 en la implementacion de un PCR multiplex anidado el cual
permite la identificacion de los serotipo 6/11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
66 y 68 de VPH. Esta metodologia posee una gran sensibilidad para la deteccion y genotipificacion
exacta del VPH, es de bajo costo y no requiere equipo de alto costo en comparacion a otras

metodologias y kits comerciales (Sotlar, ef al., 2004).

En conclusion, el serotipo predominante en lesiones de alto grado y cancer cervical fue VPH del tipo
16 en comparacion al tipo 18 para Guatemala. Los hallazgos en este estudio pueden contribuir
parcialmente a mejorar la prevencion y tratamiento de infecciones por VPH16 y VPHI8 y cancer

cervical. También respaldan el mejoramiento urgente y necesario del programa de vacunacioén contra
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el VPH. Sin embargo, estos datos deben ser respaldados por futuras investigaciones en donde se tenga

una poblacion representativa de la poblacion de mujeres con lesiones de alto grado y cancer cervical.
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13. Apéndice

“USAC

TRICENTENARIA

Uriverectond de San Carton oe Gustrnate

-

i
Pord
”«

ACUERDO DE DIRECCION DIGI P056-2022

LA DIRECTORA GENERAL DE INVESTIGACION DE LA UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA con
base en las atribuciones que se le confieren al haber sido nombrada por el Consejo Superior
Universitario segun 2. Considerando: La situacion derivada de la pandemia del Coronavirus, su
enfermedad asociada Covid-19. Considerando: La situaciéon que atraviesa la Universidad de San
Carlos de Guatemala por el cierre del Campus Central, entre otros, por los estudiantes en
resistencia. Considerando: Los Procedimientos para redefinicion de objetivos y metodologio, y
solicitud de prorroga DIGI-2022, autorizado por el Consejo Coordinador e Impulsor de la
Investigacion en la Universidad de San Carlos de Guatemala, Conciusac, en el punto Séptimo del
acta 07-2022 de fecha 16 de agosto de 2022. Considerando: Los motivos expuestos por el Dr.
Sergio Alejandro Melgar Valladares, coordinador del proyecto de investigacion Histopatologia
cervical y su relacion con los linajes de VPH 16 y 18 basodos en los oncogenes E6/E7, en la carta
de fecha 11 de noviembre de 2022, con los avales correspondientes. ACUERDA: Primero:
Autorizar la solicitud de redefinicion de objetivos especificos del proyecto de investigacion
Histopatologio cervical y su relacion con los linajes de VPH 16 y 18 basados en los oncogenes
E6/E7, partida presupuestaria 4.8.63.0.21 del Programa Universitario de Investigaciéon
Interdisciplinaria en Salud, avalado por el Instituto de Investigaciones Quimicas y Biolégicas de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. Segundo: Encargar a la Coordinadora del Programa
Universitario de Investigacion Interdisciplinaria en Salud, Dra. Hilda Valencia de Abril el
cumplimiento de este acuerdo. Tercero: Notificar este acuerdo a los involucrados (Coordinador
del proyecto, unidad avaladora, Coordinacion General de Programas, Coordinadora del Programa
Universitario de Investigacién). COMUNIQUESE: Dado en la ciudad de Guatemala, el veintiuno
de noviembre de dos mil veintidoés.
“iDY ENSEﬁAQA TODOS™
2 ]

n}}\”,{' XA

Dra. Alice Patﬂda-\BLrgos Paniagua
Directora Géneral de Investigacion

Adjunto: documentos electréonicos descritos
c.c. archivo
Jeimd

Figura 1. Autorizacion de la Directora General de Investigacion de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, para realizar cambios en los objetivos de la investigacion.

14. Aspectos éticos y legales

En la investigacion se garantiz6 la confidencialidad de los datos de caracter personal de las muestras
congeladas utilizadas, la investigacién produjo informacién de calidad, tuvo pertinencia en el
abordaje del problema de salud a investigar y contribuy6 al aporte de conocimiento dirigido a la
promocion de la salud de la persona y a la salud publica, por lo que tuvo valor social y cientifico.

15. Vinculacién
La investigacion establecio un vinculo directo entre el Hospital Roosevelt, Laboratorio de Patologia

Médica PATMED, Laboratorio de Biologia Molecular del CUNZAC y la Escuela de Biologia de la
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Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia para futuras investigaciones biomédicas relevantes para el

pais.

16.Estrategia de difusion, divulgacion y proteccion intelectual

Las actividades que se realizaran para dar a conocer los resultados parciales y finales de la
investigacion consisten en la presentacion de un informe final de investigacion a las autoridades
correspondientes, la publicacion de los resultados en una revista indexada, nacional o internacional y
la participacion como ponencia o la presentacion de poster en congresos, seminarios, Simposios, entre

otras actividades académicas y de divulgacion cientifica.

17. Aporte de la propuesta de investigacion a los ODS:

17.1 Lainvestigacion aportard en el eje temdtico de salud, especificamente en el tema de salud
sexual y reproductiva, generando informacion epidemioldgica y genética del VPH asociado a las
LEIAG y CC. La investigacion permitird conocer las variantes genéticas de los genes E6 y E7, asi
como la manera en la que se relacionan con las LEIAG y el CC, determinando cuales son de mayor
riesgo oncogénico. También se describiran los linajes de los tipos de VPH 16 y 18, basados en los
genes E6 y E7, que se encuentran en el pais y se conocera los linajes que presentan un mayor vinculo
con las LEIAG y CC. A partir de los andlisis filogenéticos y evolutivos se podran tomar medidas
cautelares en el area de salud ptblica, los cuales pueden contribuir con la disminucion del riesgo de la

poblacion guatemalteca ante el VPH.

17.2  Esto permitiré establecer una relacion institucional entre la Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala y el Hospital Roosevelt, que permitira
futuras investigaciones biomédicas. Lo planteado anteriormente sera de beneficio para las futuras
pacientes que consulten el Hospital Roosevelt y necesiten asistencia médica relacionada con la salud

reproductiva, contribuyendo con un problema de sumo interés de salud en Guatemala.
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18. Orden de pago final (incluir inicamente al personal con contrato vigente)

Categoria Registro de Procede pago
Nombres y apellidos (investigador personal de mes Firma
/auxiliar) (Si / No)
Francisco Josué¢ Lopez Hun Investigador 20220546 si w

19. Declaracion del Coordinador(a) del proyecto de investigacion

El Coordinador de proyecto de investigacion con base en el Reglamento para el desarrollo de los
proyectos de investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion, articulos 13 y 20, deja
constancia que el personal contratado para el proyecto de investigacion que coordina ha cumplido a
satisfaccion con la entrega de informes individuales por lo que es procedente hacer efectivo el pago
correspondiente.

Dr. Sergio Alejandro Melgar Valladares m%@

Firma

Fecha: 22/2/2023

20. Aval del Director(a) del instituto, centro o departamento de investigacion o Coordinador de
investigacion del centro regional universitario

De conformidad con el articulo 13 y 19 del Reglamento para el desarrollo de los proyectos de
investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion otorg6 el aval al presente informe
mensual de las actividades realizadas en el proyecto (escriba el nombre del proyecto de
investigacion) en mi calidad de (indique: Director del instituto, centro o departamento de
investigacion o Coordinador de investigacion del centro regional universitario), mismo que ha sido
revisado y cumple su ejecucion de acuerdo a lo planificado.
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Vo.Bo. Dra. Maria Eunice Enriquez Cotton

Directora Instituto de Investigaciones Quimicas y
Biolégicas

i

Dra. Maria Eunice Enriquez Cotton

7]

Directora

Firma

Fecha: 22/02/2023

21. Visado de la Direccion General de Investigacion

Vo.Bo. Dra. Hilda E. Valencia de Abril, PhD

Coordinadora Programa Universitario de
Investigacion Interdisciplinaria en Salud (PUIIS)

Firma

Fecha: 22/02/2023

Vo.Bo. Ing. Agr. MARN Julio Rufino

Coordinador General de Programas Universitarios
de Investigacion

Fecha: 22/02/2023
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