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RESUMEN EN ESPAÑOL 

El VPH58 es el segundo tipo viral de mayor incidencia en el ámbito Suramericano y 

Nacional en mujeres con citología normal y con lesiones de alto grado. Además este virus 

se encuentra dentro de los ocho tipos virales más altamente prevalentes en cáncer 

cervical invasivo. A nivel mundial hay muy pocos estudios de variantes sobre los ORF E6 Y 

E7 del VPH58, de los cuales algunos han mostrado una asociación entre ciertas variantes 

moleculares con la severidad de la neoplasia cervical y con el riesgo de cáncer cervical en 

poblaciones asiáticas. Sin embargo en el país no se han desarrollado estudios de variantes 

moleculares del VPH58. Nuestro objetivo fue determinar presencia y persistencia en 

infecciones prevalentes e incidentes de variantes de E6 y E7 de VPH58 en mujeres con 

citología normal seguidas durante un periodo de 7 años pertenecientes a la cohorte de 

Bogotá. Se realizó una revisión sistemática de literatura para determinar las variantes 

reportadas a nivel mundial que incluyeron la información de ambos ORFs. Se analizaron 34 

mujeres con infecciones prevalentes y 71 con infecciones incidentes con VPH58, con su 

respectivo seguimiento, el análisis de variantes se realizó mediante secuencia de E6/E7 y 

mediante el desarrollo de la técnica de RLB. La secuencia referencia de VPH58 fue 

utilizada para comparar las variantes obtenidas. El análisis de carga viral se realizó 

mediante Gp5+/Gp6+PCR-EIA (método semi cuantitativo). Resultados: Se realizó una 

revisión de la literatura y se identificaron 24 variantes de E6/E7VPH58 reportadas a nivel 



mundial. Se desarrolló y validó un RLB para la identificación de las variantes de 

E6/E7VPH58 reportadas en la literatura y de dos nuevas variantes sin reportes previos, 

identificadas inicialmente por la técnica de secuencia . Se analizaron un total de 169 

muestras VPH58 positivas provenientes de las mujeres de la cohorte, se detectaron un 

total de seis variantes, cuatro reportadas previamente en la literatura y dos variantes 

nunca reportadas. La variante T307 / A694/G744/ A761 fue la de mayor frecuencia, tanto 

en infecciones incidentes como en prevalentes. Las variantes no reportadas en la 

literatura fueron A169/T307/A599/A694/G744/A761 y T307/A694/G744/A761/G763 con 

una muestra cada una. Ninguna de las muestras analizadas presentó la secuencia 

referencia del VPH58. En el análisis de eliminación de las variantes ninguna se asoció con 

mayores o menores tasas de eliminación. Cuando se realizo el análisis teniendo en cuenta 

las infecciones con VPH58 prevalentes o incidentes, tampoco se observaron diferencias 

en los tiempos de eliminación . En el análisis multivariado se observó que en mujeres cuya 

edad de inicio de relaciones sexuales es superior a 15 años existe una mayor eliminación 

al compararlas con las mujeres con inicio de relaciones sexuales menores de 15 años. Así 

mismo las mujeres con una paridad de uno o mas tuvieron una mayor tasa de eliminación 

de la infección al compararlas con mujeres nulíparas. Se pudo determinar una tendencia 

entre cargas virales altas y una mayor persistencia de la infección. No se observó 

asociación de otros factores de riesgo con la eliminación de la infección . 

ABSTRACT 

HPV58 is the second viral type in higher incidence in south America and Colombia in 

normal cytology healthy woman and High grade lesions woman . Moreover that virus is 

found in the eight type virus with most prevalent in invasive cervical cancer. 

In world wide, there are few studies about HPV 58 variants including E6 ORF and E7 ORF, 

they found association in some molecular variants with the severity of cervical neoplasia 



and the risk of cervical cancer in Asian population. However in our country there aren't 

studies with HPV58 molecular variants. 

Our aim was determine presence and persist in prevalent and incident infection of HPV58 

E6 and E7 variants in woman with normal cytology followed during seven years period 

that join to Bogotá cohort . It was systematic bibliographic review for determine reported 

variants in level world that included ORF E6 and E7 information. It was analyze and follow 

34 women with prevalent infection and 71 women with incident infection HPV58 positive. 

The analyze variants was take out with sequence direct E6/E7 and the developed RBL 

technique . The reference sequence HPV58 was used to compare with founded variants. 

The load viral analysis was carry out Gp5+/Gp6+PCR-EIA (semi quantitative method) . 

Results : It found 24 E6/E7 HPV58 variants reported in the world literature with 

bioinformatics research . It was validated and developed a RLB technique for the 

identification of variants reported and two new variants without previous reported. They 

were identified initially with the sequence technique. It analyzed 169 HPV58 positive 

samples originated of cohort women It was detected six variants, four reported previously 

in the literature and two variants never reported" the variant T307/A694/G744/A761 was 

the more frequency variant as incident infection as prevalent infection . There are variants 

no reported in literature A169/T307/A599/A694/G744/A761 (one sample) and 

T307/A694/G744/A761/G763 (one sample) . 

None samples analyzed present reference sequence of HPV58. In the analysis of clearance 

infection none variants analyzed was related with clearance rates lower or high, as well as 

no observed lower rates clearance in the prevalent and incident infections. 

In the multivariate analysis was observed that in women whose age at first intercourse is 

more than 15 and women with parity greater than one there were greater clearance rates. 

It was determine a tendency with load viral among high viralloads and greater persistence 

of the infection. There was no association with other risk factors and the elimination of 

the infection. 
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INTRODUCCiÓN 

El cáncer cervical es el segundo cáncer más común en mujeres a nivel mundial después del 

cáncer de seno,con una estimación de 493000 casos nuevos, de los cuales el 83% ocurren 

en países en vías de desarrolló y con 274000 muertes reportadas en el 2002(1). En la 

población de mujeres colombianas se reportan 33504 casos de cáncer anualmente, donde 

el cáncer cervical presenta una incidencia de 5936 casos y una mortalidad anual de 2853(2) 

constituyéndose en el de mayor incidencia y mortalidad en la población de mujeres 

colombianas. La probabilidad de fallecer en los 5 años siguientes del diagnóstico de cáncer 

de cuello uterino se encuentra cerca del 40% (3) constituyéndose en un problema de salud 

pública debido a sus implicaciones en el estándar de vida de la persona y costos de 

atención médica. Dentro de los factores de riesgo asociados al desarrolló de cáncer cervical 

se han relacionado componentes como la edad, número de partos, edad de inicio de 

relaciones sexuales, número de parejas sexuales, uso de anticonceptivos orales y 

principalmente la infección con el virus de papiloma humano (VPH)(4-6). En este aspecto se 

ha estimado que la prevalencia de VPH a nivel mundial en carcinoma cervical es cercana al 

90%(7) y se considera que la presencia de la infección es necesaria pero no suficiente para 

el desarrolló del cáncer cervical(8) . En la mayoría de los casos la infección por el VPH es un 

fenómeno transitorio que puede llegar a producir lesiones intraepiteliales cervicales de 

bajo grado que en la gran mayoría de los casos van a regresan espontáneamente y solo un 

pequeño grupo de mujeres infectadas progresarán hasta cáncer cervical(9). Los fenómenos 

de progresión y eliminación varían entre otros de acuerdo al grado de la lesión, sin 

embargo se desconocen los principales mecanismos que están implicados en la 

persistencia o eliminación de la infección yen la progresión de la lesión . 

La clasificación de los virus de papiloma incluye tipos, subtipos y variantes. Dentro de los 

tipos de alto riesgo, el VPH 58 a nivel de Suramérica ocupa el segundo lugar en prevalencia 

(7%) después del VPH 16 (15%) en mujeres con citología normal(10). Así mismo la 



información obtenida de estudios a nivel mundial muestran una alta prevalencia de las 

infecciones por VPH 58 en lesiones de alto grado y aunque se observa una menor 

prevalencia en cánceres invasivos, este virus está catalogado como uno de los 8 tipos más 

prevalentes en este tipo de cáncer. En Colombia, en un estudio de cohorte acerca de la 

historia natural del virus del papiloma humano, su papel y el de otros cofactores en el 

desarrolló de cáncer cervical realizado por el Instituto Nacional de Cancerología y la 

Agencia Internacional para la Investigación en Cancer (IARC), en un grupo de 2200 mujeres 

con bajos ingresos económicos en Bogotá, Colombia, mostró que este tipo viral es el 

segundo mas prevalente (6 .2%) e incidente (11.2%) después de las infecciones por VPH 16 

en mujeres con citología normal, (5;6;11) y los resultados del seguimiento de mujeres 

positivas para diferentes tipos de VPH de la cohorte mostró que los virus que pertenecen a 

la especie alfa 9 a la que pertenece el VPH 58 también muestran una persistencia mayor 

comparada con otros virus de alto y bajo riesgo(l1). Adicionalmente los resultados de la 

cohorte parecen mostrar que mujeres infectadas con VPH 16 ó VPH 18 presentan un mayor 

riesgo de adquirir una subsiguiente infección con el VPH 58 que con otros tipos virales(12). 

La mayoría de los estudios que se han realizado a nivel mundial sobre variantes 

moleculares de VPH han sido para los VPH 16 y 18 Y principalmente hacia las regiones E6 y 

E7 ya que estas regiones codifican para proteínas virales que son cruciales en las 

propiedades oncogénicas de VPH(13). Estudios experimentales han mostrado que las 

variantes también pueden estar jugando un papel importante en la persistencia viral. El 

estudio de las variantes moleculares de VPH ha permitido establecer cuando se presenta 

una infección persistente por el mismo tipo viral, ya que hay una detección continua de la 

misma variante a lo largo del tiempo, o si se trata de una reinfección cuando la variante 

detectada es diferente. De forma adicional estudios epidemiológicos han demostrado que 

algunas variantes moleculares se han asociado con el desarrolló de lesiones intraepiteliales 

cervicales de alto grado y cáncer invasivo(14-17). Sin embargo en la actualidad hay muy 

pocos estudios de variantes moleculares del VPH 58 y no hay ningun estudio de 

seguimiento. Este trabajo constituye el primer reporte a nivel nacional y mundial en el que 

se analiza la presencia y persistencia de variantes moleculares de los ORF E6 Y E7 del virus 

del VPH 58. El análisis se realizó en cepillados cervicales provenientes de mujeres con 

citología normal, con infecciones por VPH 58 (prevalentes e incidentes), las cuales fueron 

seguidas por un periodo de siete años. Así mismo se realizaron análisis de carga viral como 
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factor de riesgo en la persistencia de la infección . Adicionalmente asociado al desarrolló 

del trabajo se desarrolló y validó una técnica molecular para la detección de variantes de 

los ORF E6 Y E7 de VPH 58 basada en la técnica de Reverse Line Blot de gran utilidad para 

estudios epidemiológicos del VPH 58. 
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1. MARCO TEÓRICO 

1.1 VIRUS DE PAPILOMA HUMANO VPH 

Todos los virus del papiloma humano son virus no envueltos de tipo ADN de doble cadena 

con cápsides icosaedrales con 55nm de diámetro que poseen 72 capsomeros, cada 

capsomero contiene 5 moléculas de proteína Ll, y la proteína L2 se encuentra en una 

proporción mucho menor, entre 12 a 36 moléculas por cápside (18-20). Los VPH exhiben 

un tropismo por células epiteliales. Más de 100 tipos de VPH infectan epitelios del tracto 

genital, entre los que se encuentran algunos tipos de alto riesgo que llevan al desarrolló de 

lesiones cervicales de alto grado y cancer cervical. 

1.1.1 GENOMA DE VPH 

Todos los virus del papiloma humano poseen un ADN circular de doble cadena de 

aproximadamente 8kb. Este se encuentra dividido en tres regiones, la región temprana y 

tardía llamadas así por su momento de expresión dentro del ciclo viral y una región larga 

de control " LCR" o región no codificante "NeR". Las tres regiones de todos los 

papilomavirus se encuentran separadas por dos sitios de poliadenilación (pA): un sitio 

temprano de pA (AE) y un sitio tardío de pA (ALl. 

1.1.1.1 Región temprana. 

Esta región corresponde aproximadamente al 50% del genoma viral (~4.5 kb) Y codifica seis 

marcos de lectura abierta "ORF". El ORF El, codifica para una proteína de 68 a 76 kD 

esencial para la replicación del ADN viral. E2, codifica para una proteína altamente 

fosforilada de ~48 kD que está involucrada en la regulación de la expresión de los genes 

tempranos y en el mantenimiento del estado episomal del genoma viral. En VPH - 16 Y 

VPH - 18 la proteína E2 suprime los promotores desde los cuales se transcriben las 
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proteínas E6 Y E7 (transformantes); cuando parte del genoma del VPH-16 se integra en el 

genoma de la célula hospedera la integridad de los ORFs El y E2 es alterada, con lo cual la 

función represora de El y E2 sobre E6 y E7 puede verse afectada(21). E4 está contenido 

completamente en el ORF E2 Y se ha observado su relación con la regulación del promotor 

de hTERT(22). ES codifica una proteína que se localiza preferencialmente en los sistemas 

membranosos celulares y esta relacionada con la retención de las moléculas de HLA clase I 

en el Aparato de Golgi(23), además es una región pobremente conservada entre los VPH . 

E6 codifica una proteína multifuncional de 16 a 19 kD Y se ha descrito su unión con 

diferentes proteínas célulares, especialmente con el supresor tumoral pS3 para su 

degradación(24). E7 codifica una proteína fosforilada acídica de 10 a 14 KD que tiene la 

capacidad de interactuar con pRB formando complejos en su estado 

hipofosforilado(2S;26), estas dos proteínas presentan un alto potencial oncogénico(27) por 

los complejos que forman con pS3 y pRB. Figura No. 1 

Figura No 1. Genoma del VPH 16 
Modificado de Schiffman (Schiffman 2007) 

E2 E2 El SP1 E2 E2 TATA P97 

#.4 II~ . 1/2 #1 ..... 
7156,1 o. • =-;84 

\ I 
\ , 
\ I 
\ I 
\ I 
\ I 

Regulación de la \ / Disrupción del 
expresión de los genes \ / / ciclo celular 

virales y replicación vira~ / p53 / 

\~ ~I pRb 

Ensamblaje 
cápside viral 

Transporte 
vesicular y 

liberación 

LCR P97 
PAL 

7000 7904/1 P670 

liberación de 
viriones 

5 

Replicación del 
ADN viral 



1.1.1.2 Región tardía. 

Esta región corresponde aproximadamente a un 40% del genoma viral, queda corriente 

abajo de la región temprana y codifica para los ORF L1 Y L2 que codifican para la proteína 

mayor de la cápside L1 y la proteína menor de la cápside L2. La proteína L1 es utilizada 

como el principal componente de las vacunas producidas en la actualidad(28) por su alta 

inmunogenicidad. Esta proteina tiene la capacidad de auto ensamblarse en partículas 

similares a virus o VLPs (Virus Like Particle) cuando es expresada en sistemas 

recombinantes (29;30) . La proteína menor de la cápside L2, aproximadamente 73 kD es 

menos inmunogénica que Ll. Figura No. 1 

1.1.1.2 Región larga de control. 

Es un segmento de aproximadamente 850 pares de bases correspondiente al 10% del 

genoma de los papilomavirus, esta región aunque no codifica para proteínas soporta los 

orígenes de replicación de múltiples factores virales que son importantes en la regulación 

de la RNA polimerasa 11. Se divide en dos dominios; el RE2 (Respondedor a E2) regulado por 

la presencia de E2, en esta región se localiza el origen de replicación viral y es desde donde 

se transcriben los oncogenes E6 y E7. El otro componente es el CE (Celular Enhancer) que 

constituye un potenciador de la trascripción que es activado por factores transcripcionales 

celulares(31). Figura No. 1 

1.1.2 TAXONOMíA VPH. 

Los virus del papiloma humano son miembros de la familia Papillomaviridae, están 

agrupados en 5 géneros diferentes denominados: alfa-papillomavirus, beta-papillomavirus, 

Gamma-papillomavirus, Mu-papillomavirus y Nu-papillomavirus. El VPH 58 se ubica en el 

género Alfa -papillomavirus, específicamente en la especie 9. Para el año 2.001 se habían 

identificado aproximadamente 86 genomas completos de VPH y 16 de otros Papilomas. 

(32)Figura No. 2 
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Figura No. 2 Árbol filogenético de Virus de Papiloma Humano 
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52, 58 Y 67 pertenecen a la especia 9 del genero Alfa- papillomavirus . 

1.1.2.1 Tipos y subtipos de VPH. 

La determinación taxonómica de los VPHs se basa en su secuencia genómica, y 

principalmente en las variaciones del ORF de L1 que es la región del genoma mas 

conservada, es así como un aislamiento de VPH es reconocido como nuevo tipo cuando su 

genoma completo ha sido clonado y la secuencia del ADN del ORF L1 posee una diferencia 

mayor al 10% de los tipos previamente clasificados(32) . Dentro de un mismo tipo viral se 

7 



presentan variaciones intratípicas, denominadas subtipos que se caracterizan por poseer 

diferencias dentro de la secuencia entre el 2% y 10%(32-35). 

Dependiendo de su potencial oncogénico los VPH se han agrupado así : Los VPH BR (Bajo 

Riesgo) 6,11, 13, 44, 40, 42, 43, 54, 55, 57,61, 70, 72, 74, 79, 81, 83, 84, los tipos VPH AR 

(Alto riesgo) 16,18, 31,33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 Y 82, Y tipos de VPH cuyo 

potencial no se ha definido 26, 53, 66, 34(5;34;36) 

1.1.2.2 Variantes moleculares. 

La definición de variantes según algunos autores son aquellos aislamientos de un tipo 

específico que presentan cambios en nucleótidos, no por encima del 2% en regiones 

codificantes y hasta un 5% en regiones no codificantes(33-35) . 

El estudio de las variantes moleculares ha aportado datos sobre fenómenos como la 

colonización europea y africana del nuevo mundo a partir del estudio de las variantes de 

VPH 16 predominantes en el continente americano(37;38). 

1.1.2.3 Ramas Filogenéticas. 

La clasificación en ramas filogenéticas no es desarrollada por todos los autores como un 

consenso general y ha sido implementada principalmente para el VPH 16 que ha sido el 

más ampliamente estudiado, sin embargo para el caso del VPH 58 aún no existe una 

clasificación por ramas filogenéticas . 

Los análisis de ramas filogenéticas para el virus del VPH 16 se han desarrollado mediante el 

análisis de las secuencias de los genes virales E6 E7, L1 Y LCR lo que ha permitido realizar 

una agrupación teniendo en cuenta su distribución geográfica en E (europeas), As 

(asiáticas), AA (asiático-americanas), Afl (africana 1) y Af2 (africana 2) y NAl 

(Norteamericana 1) (39;40) . Otros investigadores agrupan estos grupos en dos ramas 

filogenéticas Europeas (E) y no Europeas (n-E) (34;35;41). Las variantes AA, Af, As son 

referidas también como Ax, ya que los cambios existentes en su genoma son muy similares 

y conservados entre estas(42;43). 
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1.1.3. CICLO VIRAL VPH. 

El ciclo viral de los papilomavirus se encuentra unido al programa de diferenciación celular 

del epitelio infectado. Los virus del papiloma inicialmente infectan células básales 

epiteliales, que constituyen la única capa celular del epitelio que presenta división activa, 

no existe un mecanismo como tal que permita reproducir todos los pasos de una infección 

natural debido a que la expresión de las proteínas virales depende de los procesos de 

diferenciación del epitelio. Se ha podido identificar cinco etapas dentro del ciclo viral de 

VPH: infección, liberación del genoma viral, fase proliferativa, amplificación genómica y 

síntesis viral. 

1.1.4. INFECCiÓN POR VPH. 

La transmisión del VPH ocurre de forma primaria por contacto piel a piel, los estudios 

epidemiológicos demuestran claramente que el riesgo de adquirir la infección ano genital 

con VPH y el desarrolló de cáncer cervical es incrementado por el comportamiento sexual, 

sin embargo existen reportes donde se mencionan formas alternativas de transmisión vía 

fomites y transmisión vertical madre hijo. Gran parte de las infecciones con VPH son 

eliminadas de forma natural. La presencia de mujeres infectadas asintomáticas ha 

permitido establecer que la infección con el virus de VPH es una condición necesaria pero 

que no es suficiente para el desarrolló de la lesión y el cáncer cervical(39;44-46) 

1.1.4.1 Factores asociados a la adquisición de la infección con VPH. 

Dentro de los factores de riesgos asociados a la adquisición de la infección con el VPH se 

encuentran el poseer múltiples parejas sexuales ó el sostener relaciones con compañeros 

sexuales que posee múltiples parejas sexuales(5;6;47;48). 

La infección con VPH es mas común en mujeres sexual mente activas con edades entre los 

18 y 30 años, con un decrecimiento agudo en mujeres mayores de 30 años, y con un 
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incremento en mujeres mayores de 40 años. El inicio de las relaciones sexuales a edad 

temprana es considerado a su vez un factor de riesgo. 

Otros factores de riesgo que se han asociado a la adquisición de la infección incluyen 

historia de enfermedades de transmisión sexual, el nivel educativo, uso de anticonceptivos 

orales, tabaquismo, consumo de alcohol, embarazos a término, estado genético e 

inmunológico de la persona y la región geográfica donde habite entre otros.(45) 

Muñoz N. Y col. (2 .004), en un estudio de cohorte realizado con aislamientos de cepillados 

cervicales obtenidos de mujeres con citología normal que habitaban Bogotá (Colombia) y 

que asistían a diferentes centros de salud, determinaron que el número de nuevos 

compañeros sexuales durante el seguimiento, mujeres menores de 30 años, y el uso de 

anticonceptivos orales), fueron los principales factores asociados a la adquisición de la 

infección con VPH, en esta población(6) . 

1.1.5. RELACiÓN DEL VPH EN LA CARCINOGÉNESIS CERVICAl. 

Se ha estimado que del 90% al 99 .7% de casos de cáncer cervical portan ADN de VPH de 

alto riesgo(8;49;50). Dentro de los tipos virales más prevalentes a nivel mundial se han 

detectado el VPH16, en un 50% a 60% de los casos con cáncer invasivo y el VPH 18 con un 

10% al 15% de prevalencia en este mismo tipo de casos(49;50). Los tipos virales 16, 31, 35 

Y 52 presentan una mayor frecuencia en cáncer cervical de células escamosas, mientras 

que los tipos 18, 39, 45, Y 59 se encuentran con mayor frecuencia en adenocarcinomas 

cervicales(45). 

1.1.5.1 Mecanismos moleculares del VPH implicados en la inducción de carcinogénesis. 

Se ha reportado que dentro de las proteínas virales que están implicadas en procesos de 

transformación e inmortalización las más importantes son las proteínas tempranas E6 y E7, 

estas proteínas cuando son de VPH de alto riesgo poseen la capacidad de inmortalizar 

células epiteliales escamosas. Los efectos de estas oncoproteinas son de forma 

independiente pero son mucho más agresivas cuando se encuentran juntas(13;51;52) . Las 
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oncoproteinas virales E6 y E7 generan sus actividades mediante interacción con p53 y Rb 

respectivamente. 

1.1.5.1.1 Oncoproteína viral E6 

La oncoproteina viral E6 tanto de los tipos virales de bajo riesgo como de alto riesgo posee 

un tamaño aproximado de 150 aminoácidos con un peso molecular de 16-18 kD Y 

contienen cuatro motivos C-x-x-C, que son importantes en las funciones de activación 

transcripcional, transformación, inmortalización y asociación con proteínas celulares. En el 

caso de la proteína E6 de tipos virales de alto riesgo (AR), la región C-Terminal contiene un 

dominio PDZ, (P5D-95/Dlg/Z01) implicado en la interacción con múltiples proteínas 

celulares (53). En los tipos virales de AR, E6 se encuentra localizada tanto en el núcleo 

como en el citoplasma . Dentro de la secuencia de aminoácidos de esta proteína se han 

descrito tres motivos que dictan la localización nuclear de la misma, el primero de ellos 

esta constituido por los aminoácidos comprendidos desde el aa 7 al aa 12, el segundo esta 

constituido por los aminoácidos comprendidos desde el aa 65 al aa 72 y el tercer motivo 

esta comprendido desde el aa 115 al aa 124(54). 

La función mas importante descrita para la oncoproteina E6 de tipos de AR es la unión con 

el supresor tumoral p53, dentro de las funciones caracterizadas para p53 se encuentra: la 

detención del ciclo celular en el punto de control G1/5 si existe daño en el ADN para evitar 

la replicación, activa las proteínas de reparación del ADN en caso de mutación o daño, o 

iniciar los procesos de apoptosis si el daño en el ADN es irreparable. El blanco 

transcripcional de p53 es el inhibidor CDK p21 ya que la inhibición del crecimiento medida 

por p53 es dependiente de la activación de p21 que a su vez induce la inhibición de CDK 

que constituye un evento clave para la entrada a la fase 5(55;56). La interacción de la 

proteína de E6 con P53 es mediado por la proteína celular E6AP que posee actividad 

ubiquitin ligasa tipo 3, esta interacción genera la proteólisis de p53 por ubiquitinación, por 

tanto permitiendo la entrada en la fase 5. 5e ha descrito una reducción en el tiempo de 

vida med ia de p53 en presencia de E6, este proceso ha sido reportado para proteínas E6 de 

VPH de AR pero no para tipos de BR(51;57-60). 
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Otros blancos celulares de la proteína E6 incluyen proteínas qUe poseen el dominio POZ, 

induciendo su degradación mediada por ubiquitina . Varias de estas proteínas están 

implicadas en el control de la proliferación celular, polaridad celular y adhesión celular(61). 

El complejo E6/E6AP interactúa con la proteína Bax en queratinocitos humanos(62) y del 

receptor del factor de necrosis tumoral 1 (TNFR1)(63;64) inhibiendo la acción pro

apoptotica de Bax y la señalización apoptótica a través del TNFR1 permitiendo la 

acumulación de mutaciones en el AON. 

Se ha descrito el papel de inducción de la telomerasa humana (hTERT) por parte de la 

proteína E6 y su papel en los procesos de proliferación celular. hTERT es un complejo 

compuesto por una unidad transcriptasa reversa (hTERT) y una plantilla de ARN (hTR). Este 

complejo es expresado en células de línea germinal, proliferación de células Stem para la 

renovación de tejidos y células de cáncer. La expresión de hTERT en células normales 

reconstituye la actividad de la telomerasa y suprime la senescencia. E6 induce la actividad 

de la telomerasa contribuyendo a la inmortalización de las células epiteliales por 

mantenimiento de la longitud de los telómeros(65). La interacción de E6 y Myc participan 

en la activación del promotor de hTERT(66) . El complejo de represión del promotor hTERT 

en presencia de E6 es reemplazado por Myc lo que corresponde a altos niveles de la 

trascripción de hTERT y por consiguiente de la actividad de la telomerasa(67). Un 

mecanismo de degradación vía E6/E6AP se da con el represor del promotor de hTERT 

NFXl-91 permitiendo la unión de Myc al promotor de hTERT(68). En cambio NFXl-123 una 

variante por corte y empalme de NFX-1 junto con la proteína de unión citoplasmática 

poly(A) se perfila como un factor critico para la activadad de hTERT en células epiteliales 

que expresan VPH16-E6(69). 

1.1.5.1.2 Oncoproteína viral El 

Es una proteína de bajo peso molecular de aproximadamente 100 aminoácidos, esta 

oncoproteína posee tres regiones conservadas (CR, conserved regions): la región NH2 

terminal CR1, la región CR2 y la región terminal COOH dominio CR3. El dominio CR1 es 

necesario para la transformación celular y la degradación de pRb, pero no contribuye 

directamente con la unión de pRb. La región CR2 posee un dominio de unión conservado a 
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pRb que posee la secuencia LxCxE y un sitio de fosforilación caseína cinasa 11 (CKII) . El 

dominio CR3 consiste en dos motivos C-x-x-C separados por un espacio de 29/30 

aminoácidos. Esta región esta implicada en la asociación de pRb y otras proteínas 

celulares(53 ;70) . La oncoproteina E7 posee la capacidad de formar complejos con Rb en su 

estado hipofosforilado, esta interacción tiene como consecuencia la cesación de la 

actividad de Rb y por tanto se permite la entrada a la fase S. Rb es una proteína supresora 

de tumores, su función clave en el ciclo celular es el de capturar los factores de trascripción 

E2F, lo cual lleva a la inhibición de la replicación del ADN. La proteína Rb mantiene su 

expresión de forma continua durante todo el ciclo celular, esta es fosforilada en las etapas 

S, G2 Y M del ciclo celular pero se encuentra hipofosforilada en GO y Gl. Debido a estas 

observaciones se ha dicho que la proteína se encuentra activa cuando esta hipofosforilada 

y se inactiva cuando esta fosforilada y permite de esta forma que las células entren en la 

fase S y se den todos los eventos subsecuentes del ciclo celular. La fosforilación de Rb se 

lleva a cabo por los complejos cinasas dependientes de ciclinas. 

La actividad de transformación de E7 esta mediada no solo con la unión a Rb sino con la 

capacidad de degradación de esta. Se ha sugerido que es la capacidad de degradación de 

Rb y no la un ión a esta , lo que esta implicado en los procesos de transformación(25;51;71) . 

Otras proteínas celulares que se unen con E7 son las Histonas Deacetilasas (HDACs) que 

actúan como un co-represor transcripcional y al unirse con E7 promueven la proliferación 

celular(69) . E7 también se une a CDK2/ ciclina A y CDK2/ciclina E. La actividad de estas 

cinasas fosforilan a pRb e inducen la trascripción de genes de la fase S. E7 también se une a 

los inhidores de cinasas dependientes de ciclinas (CKls) p27 y p21, por lo que se pierde el 

punto de control del ciclo celular entre Gl/S(72) y se promueve la progresión celular. 

1.1.5.2 Cofactores asociados al desarrolló de cáncer cervical. 

Dentro de los cofactores que han sido asociados al desarrolló de cáncer cervical se ha 

indicado que existen elementos propios del huésped tales como el estado inmunológico y 

por otro lado elementos propios de la infección tales como la carga viral, la variante 

infectante, la presencia de infecciones múltiples y la persistencia de la infección . Algunos 

factores como embarazos a término, hábito de fumar(73), uso de anticonceptivos 

13 



orales(74) y su uso prolongado (mayor a 8 años)(75) han sido relacionados con el 

desarrolló del cáncer cervical o con el incremento del riesgo para la enfermedad . 

1.1.5.2.1 Persistencia de la infección con VPH. 

La mayoría de las infecciones cervicales con VPH (que presentan anormalidades citológicas 

o no) son eliminadas, gracias a la respuesta inmune celular entre 1-2 años después de la 

exposición(28) . Los VPH más persistentes tienden a ser los más comunes, es decir los de 

mayor prevalencia (76) . La persistencia de la infección se considera como uno de los 

principales cofactores implicados en el desarrolló de lesión intraepitelial de alto grado y 

cáncer cervical, sin embargo a pesar de esto no existe aún un consenso sobre la definición 

de persistencia debido a que existen problemas conceptuales frente a este aspecto. A 

causa de esto la duración de una infección persistente no es una constante sino que varia 

dependiendo del intervalo entre las pruebas usadas en cada estudio. Algunos autores 

indican que un resultado positivo se toma como tal en muestras consecutivas adquiridas 

con periodos entre tres y seis meses, indicando que si el tipo viral es un tipo predominante 

dentro de una población se puede generar una reinfección entre el intervalo de las dos 

visitas con este tipo viral que puede simular una infección persistente(77). Para subsanar 

estas últimas apreciaciones los estudios moleculares donde se determina la presencia de 

variantes han permitido demostrar que existe persistencia de la infección con variantes 

moleculares de VPH16 y VPH18. 

Molano M, Y Col. 2002(5) en un estudio tipo cohorte desarrollado en Bogota de mujeres 

con citología normal, reportaron que menos de la mitad de las infecciones persisten 

después de un año y solo el 7% persiste después de cinco años de seguimiento. No 

encontraron diferencias en persistencia o eliminación de la infección entre infecciones 

simples y múltiples y se observaron diferencias en persistencia de acuerdo al tipo viral. 

1.1.5.2.2 Potencial oncogénico de las variantes moleculares. 

Un factor importante en el desarrolló de la Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) es el 

papel de las variantes, pues estas difieren en sus propiedades biológicas y patogénicas. En 
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estudios que describen el curso de la infección con VPH y su papel en la génesis del cáncer 

cervical, temas tales como la policlonalidad de lesiones y frecuencia de variantes 

moleculares particulares de VPH, pueden ser críticos para el entendimiento de la 

infectividad y patogenicidad viral(78). Además las diferencias en la regulación trascripcional 

viral, las actividades biológicas de las proteínas codificadas por cada variante o la habilidad 

del hospedero para responder a epítopes virales específicos de cada variante podrían 

explicar el porque unas infecciones producidas por VPH progresan a cáncer mientras que 

otras nO(41) . Los cambios en la secuencia de aminoácidos en las variantes se pueden 

reflejar en diferencias de patogenicidad, por lo que el riesgo para el desarrolló de Lesiones 

Escamosas Intraepiteliales (LEI) y cáncer invasivo de cérvix puede variar dependiendo de la 

variante infectante(79). Estudios en distintas poblaciones de VPH 16 han mostrado que la 

infección con algunas variantes de E6 puede implicar un mayor riesgo para el desarrolló de 

cáncer cervical invasivo, por ejemplo, la variante L83V (que tiene una sustitución de una 

Leucina por una Valina en el residuo 83) está asociada con mayor persistencia viral y 

progresión a cáncer en países como Inglaterra, Suiza y Japón(80). Los estudios 

desarrollados sobre los ORF E6 Y E7 de VPH 58 han mostrado una asociación entre algunas 

variantes con la severidad de la neoplasia y el riesgo de cáncer cervical, tal es el caso de las 

variantes de E7 C632T y G760A asociadas con severidad de la neoplasia y cáncer cervical en 

la población China(81). 

1.1.5.2.3 Carga viral. 

La mayoría de las mujeres positivas para tipos de VPH de alto riesgo que presentan 

anormalidades citológicas presentan una alta carga viral(82). En algunos estudios ha sido 

sugerido que la carga viral de los VPH puede ser un factor que influya tanto en la 

persistencia de la infección como en la progresión hacia cáncer cervical. Casas L. y col en 

1.999(21), comprobaron que el número de copias del genoma viral por célula es mayor 

cuando la infección es producida por una variante de la rama AA, indicando que estas son 

más productivas que las Europeas. Esto concuerda con los datos obtenidos por Kammer C y 

col en el 2.000(83), pues afirman que la actividad del promotor p97 en las variantes AA es 

3.3 veces más alta que en las variantes E, lo que sugiere un incremento en la expresión de 

las proteínas virales, incluyendo aquellas que favorecen la replicación . Sin embargo, las 
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discrepancias entre los trabajos que apoyan la asociación de la carga viral con la progresión 

a cáncer y los que no, se pueden deber a que hay diferencias en la carga viral estimada 

dependiendo de la técnica usada. 

1.2 CLASIFICACiÓN CLíNICA DE LAS LESIONES CERVICALES 

La citología vaginal está basada en el examen histomórfológico de células exfoliadas de la 

zona de transformación, tanto del epitelio escamoso del ectocérvix, como del epitelio 

columnar del endocérvix y permite identificar las lesiones incluso antes del desarrolló del 

cáncer cervical. El sistema con el cual se catalogan y se reportan los diagnósticos de las 

citologías cervicales y/o vaginales es denominado Bethesda, el cual fue introducido en 

1988, revisado en 1991 y modificado en 2001(84). Con el Sistema Bethesda 2001, los 

especimenes de citología cervical que no contienen anormalidades epiteliales son 

catalogadas como "negativos para lesión intraepitelial o maligna"(85). 

En el proceso natural de la carcinogénesis cervical, las lesiones pueden ser clasificadas en 

tres grados: Lesiones Escamosas Intraepiteliales de Bajo Grado (LEI-BG), en donde las 

alteraciones comprometen menos de la tercera parte de la totalidad del epitelio 

involucrado; Lesiones Escamosas Intraepiteliales de Alto Grado (LEI-AG), si las alteraciones 

comprometen más del tercio inferior del epitelio; y Carcinoma de Cervix, en el cual se ven 

involucrados tejidos de sostén del epitelio . 

Histológicamente, las Neoplasias Intraepiteliales Cervicales de grado 1 (NIC 1) son 

catalogadas y corresponden dentro del Sistema Bethesda como LlE-BG y las Neoplasias 

Intraepiteliales Cervicales grado 11 y 111 (NIC 11 Y 111) como LEI-AG.(84) 

La citología cervico-uterina es el método de tamizaje por excelencia del Cáncer Cervical, sin 

embargo la toma y su lectura pueden presentar algunos problemas. En cuanto a la 

cantidad adecuada de las células obtenidas en un raspado cervical para poder ser 

evaluadas en el Sistema Bethesda, la citología puede ser catalogada como "satisfactoria" o 

"no satisfactoria" . En muchos casos por error, una citología "no satisfactoria" puede 
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catalogarse como una condición benigna, pudiendo ser este un resultado falso-

positivo(86). 

En general se ha descrito a la citología como una prueba altamente específica pero poco 

sensible(87;88), es decir; con ella es posible detectar a todas las mujeres que realmente 

poseen anormalidades cervicales pero también, bajo este mismo diagnóstico se pueden 

incluir mujeres que no poseen cambios en el epitelio y que posteriormente son enviadas a 

exámenes confirmatorios innecesarios. 

A. 

B. 

c. 

D. 

Figura No 3. Lesiones del cerviz 

'-= IL -rtl- . ,'- "1-- :11 J .J :1 .. -

Lesiones intraepiteliales. A: Células superficiales. B: Células intermedias. C: Células parabásales. 
o : Células básales. Sil: Squamous Intraepitelial Lesión . 

17 



2. OBJETIVOS 

2.1 GENERALES 

- Analizar la presencia y persistencia de variantes de E6 y E7 de VPH 58 en mujeres con 

infecciones prevalentes e incidentes, con citología normal durante siete años de 

seguimiento en la cohorte de Bogotá . 

2.2 ESPECíFICOS 

- Realizar revisión de la literatura a nivel mundial para la identificación de las variantes 

moleculares reportadas de los ORF E6 Y E7 de VPH58. 

- Desarrollar la técnica de secuencia directa y Reverse Une Blot para realizar el análisis de 

variantes de E6 y E7 de VPH 58 en mujeres con citología normal de la cohorte de Bogotá. 

- Analizar la presencia de variantes de E6 y E7 VPH 58 en mujeres con infecciones 

prevalentes e incidentes con citología normal positivas para VPH 58 que pertenecen al 

proyecto Historia Natural del virus del papiloma humano su papel y el papel de otros 

cofactores en el desarrolló de cáncer de cérvix. 

- Analizar la persistencia de variantes de E6 y E7 de VPH 58 en mujeres con infecciones 

prevalentes e incidentes con citología normal seguidas durante un periodo de siete años. 

- Realizar el análisis de la carga viral de las infecciones producidas por VPH 58 y su 

asociación con la presencia y persistencia de variantes de E6 y E7 de VPH 58 en la 

población de estudio. 
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3. METODOLOGíA 

3.1 POBLACiÓN Y DISEÑO DEL ESTUDIO 

Este proyecto se incluye dentro de un proyecto principal de investigación tipo Cohorte con 

el cual se pretende analizar la historia natural de la infección por VPH, su papel y el papel 

de otros factores en el desarrolló de cáncer de cuello uterino, dentro de lo que se incluye el 

estudio de variantes moleculares. 

Entre noviembre de 1993 y noviembre de 1995, el Instituto Nacional de Cancerología 

condujo un censo poblacional en cuatro centros de salud en Bogotá. Dos mil mujeres con 

edades entre 18 y 85 años fueron identificadas al azar e invitadas a participar en el estudio 

de Cohorte. Adicionalmente para tener una mayor información sobre el comportamiento 

sexual de las adolescentes, 200 jóvenes sexualmente activas, con edades entre los 13 y 17 

años y quienes asistían a Profamilia para recibir consejería acerca del uso de 

contraceptivos también fueron invitadas a participar. En el reclutamiento las mujeres 

respondieron a un cuestionario epidemiológico estructurado con énfasis en características 

sociales, comportamiento sexual, historia reproductiva, hábitos de fumar y dieta. Después 

de la entrevista, a todas las mujeres se les hizo un examen ginecológico y se les tomó un 

cepillado cervical para realizar un análisis citológico y detección de ADN de VPH, 

adicionalmente a estas mujeres se les tomó una muestra de sangre para hacer análisis de 

anticuerpos. 

Después de algunas exclusiones (rehusar participar, presentar histerectomía, problemas 

mentales, anormalidades citológicas en la línea de base entre otros), un total de 1995 

mujeres (90.7%) entraron al estudio de cohorte, de las cuales 1845 tuvieron citología 

normal. Se obtuvo un consentimiento informado de todas las participantes en el estudio. 

Los comités éticos del Instituto Nacional de Cancerología y la Agencia Internacional para la 

Investigación en Cáncer (IARe) en Lyon aprobaron el proyecto inicial. 
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El seguimiento consistió de una visita cada 6-9 meses. En cada visita se respondió a un 

cuestionario de seguimiento y se tomó nuevamente un raspado cervical para análisis 

citológico y de ADN de VPH. El seguimiento terminó en Diciembre del 2002 o cuando se 

presentó un diagnóstico de neoplasia intraepitelial cervical grado 111 (NIC 111). Las mujeres 

que presentaron una diagnosis de NIC 111, fueron sometidas a biopsia para confirmación del 

diagnóstico y recibieron el tratamiento respectivo. Los resultados de los análisis de VPH no 

se conocieron durante el seguimiento y no influyeron en el manejo clínico de las mujeres. 

Los análisis que se llevaron a cabo en el desarrolló de este proyecto se basan en un 

subgrupo de muestras de la cohorte, correspondientes a 103 mujeres con infecciones 

prevalentes o incidentes por VPH58 con citología normal, las cuales fueron seguidas por 

un periodo de siete años, y de las cuales se tiene un total de 815 muestras dentro de las 

cuales 168 muestras fueron positivas para VPH 58. 

A este grupo de muestras se le realizó el estudio de las variantes de E6 y E7 de VPH 58 

teniendo como criterio de eliminación de la infección la no presencia de la misma variante 

de manera consecutiva durante el seguimiento, así mismo se realizó una asociación entre 

la presencia y persistencia de la infección por VPH 58 y sus variantes con la carga viral. 

La fecha de la eliminación de la infección por VPH 58 o de las variantes se definió como la 

mitad del intervalo de tiempo entre la última muestra positiva para VPH 58 y la siguiente 

negativa. Para el análisis de variantes de E6 y E7 de VPH 58 se mantuvo el mismo criterio. 

3.2 REVISiÓN DE LITERATURA. 

Se desarrolló una búsqueda de artículos publicados entre los años 1.991 a 2.009 en la base 

de datos MEDLlNE con el fin de identificar las variantes moleculares del ORF E6 Y ORF E7 

del VPH 58 reportadas a nivel mundial, así como de la mutaciones que las caracterizan, las 

variantes más reportadas y las poblaciones en donde se reportaron. Esta búsqueda se 

complementó de manera manual revisando las listas bibliográficas de los artículos más 

relevantes. La información de las diferentes variantes reportadas a nivel mundial se 

recopilo en tablas que se realizarán en Excel. 
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3.2.1 Selección de las secuencias. 

Los criterios para la inclusión de las secuencias incluidas en la tabla comparativa fueron: 1) 

que las variantes hallan sido identificadas utilizando la técnica de secuencia automática. 2) 

que la secuencia reportada para la variante incluya todas las mutaciones detectadas en la 

misma incluyendo silenciosas y no silenciosas. 3) que la secuencia reportada incluya 

información completa de los nucleótidos 110- 559 para el ORF E6 Y de los nucleótidos 575 -

871. 4) que la comparación de la secuencia se realizara con la secuencia referencia de VPH 

58 (numero de acceso a GenBank NC_001443)(89) 

3.3 MUESTRAS. 

En el desarrollo de este proyecto no se realizó tomas o recolección de muestras, ya que 

estas hacen parte del Banco de muestras del Instituto Nacional de Cancerología, 

almacenadas a -70°e. 

3.3.1 Muestras objeto del estudio. 

Las muestras objeto del estudio son cepillados cervicales de mujeres que se encontraron 

positivas para el virus de papiloma humano tipo 58 durante el desarrollo del estudio de 

cohorte ((Historia Natural de la infección por el virus del papiloma humano su papel y el 

papel de otros cofactores en el desarrollo de cancer de cervix" las cuales firmaron un 

consentimiento informado previo. Estas muestras se encuentran almacenadas en el banco 

de muestras existente en el Instituto Nacional de Cancerología, a -70°e. La detección y 

tipificación del VPH presente en las muestras, se realizó mediante PCR utilizando los 

iniciadores Gp5+/6+, seguido de hibridación Southern-blot y de ensayos inmuno

enzimáticos o enzyme immune assay (EIA) y Reverse Line Blot(5) 

3.3.2 Procesamiento de la muestra . 
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Las muestras se encuentran almacenadas a -70 C en Buffer TrisHCI 10mM pH 8.3, de estas 

se tomó una alícuota de lOOI"LI a 15 O I"LIla cual se llevó a 95 2C por 10 mino Se centrifugó por 

1 min o a 3000 rpm y se colocó en hielo para posteriormente ser almacenada a -202C. Para 

el análisis de la región E6 y E7 del VPH 58 por PCR se tomó 10111 del sobrenadante. El 

tratamiento de las muestras se realizó de acuerdo a lo descrito en reportes previos(5) . 

3.3.3 Evaluación de la calidad y del procesamiento de las muestra. 

La calidad de la muestra y su procesamiento se evaluó realizando una Reacción en Cadena 

de la Polimerasa o PCR (Polimerase Chain Reaction) que amplifica un fragmento de 209 pb 

del gen de ~-globina . Los iniciadores util izados fueron BGPC03 (5'

ACACAACTGTGTICACTAGC- 3') y BGPCOs (5' - GAAACCCAAGAGTCTICTCT- 3') . Para esta 

PCR se utilizó el ADN extraído de las líneas celulares SiHa y Hela como controles positivos y 

como controles negativos se utilizó la mezcla de PCR sin ADN y la mezcla de PCR con agua 

en lugar de ADN. Así mismo se analizó el ADN proveniente del procesamiento de las 

muestras. Esta PCR se realizó según metodología previamente descrita(5) . 

3.4. DETECCiÓN Y TIPIFICACiÓN DE VPH. 

La detección de VPH se realizó utilizando el ADN extraído de las células cervicales, 

provenientes de los cepillados cervicales, mediante amplificación por PCR de un segmento 

de 142 pb del ORF L1, utilizando los iniciadores consenso GP5+ (S' 

TTIGTIACTGTGGTAGATACTAC - 3') Y GP6+ (5'- GAAAAATAAACTGTAAATCATATIC - 3'), 

esta PCR se realizó según metodología previamente descrita (Molano 2002 Bj Jornal cancer 

17). La reacción de PCR se realizó a un volumen final de 50 111, con 10 mM Tris HCI (pH de 

8.5), 50 mM de KCI, Triton ® X- 100 al 0.1 %, 2.5 mM de MgCI2, 0.2 mM dNTPs, 25 

picomoles de cada iniciador y 1 U. GoTaq® Flexi ADN Polymerase (Promega), 10 ).11 de 

muestra o de controles, el volumen final fue ajustado con agua. Se realizaron 40 ciclos de 

amplificación utilizando un Termociclador PTC 200 Peltier Termal Cycler (MJ Research) . 

Cada ciclo incluye un paso de denaturación a 94°C durante 1 min, una hibridación a 40°C 

durante 2 min, una extensión de 72°C durante 1.5 min, antes de iniciar el primer ciclo de 
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temperaturas la reacción fue precedida por una denaturacióna 94°C durante 4 mino Yel 

último ciclo fue seguido por un paso de elongación a 72°C durante 4 min o 

La tipificación del VPH detectado en las exfoliaciones cervicales se realizó mediante PCR -

EIA Y Reverse Line Blot, de acuerdo también a metodología previamente descrita . (5;90) 

3.5 AMPLIFICACiÓN POR PCR DEL ORF E6 Y ORF E7 DEL VPH 58. 

Para la identificación de las variantes moleculares del ORF E6 Y ORF E7 del VPH 58, se 

realizó una amplificación del ORF E6 Y ORF E7 mediante la técnica de PCR . 

Para el desarrollo de la PCR se utilizaron iniciadores que flanquean la región de ADN viral 

comprendida entre nucleótidos 79 al 600 del ORF E6 de VPH 58 utilizando el iniciador 

sentido E6F1 (5'- CTG TGC AGT GTG TIG GAG A -3') ubicado entre el nucleótido 79 al 99 y 

el nucleótido antisentido E7R1 (5'- TCTIAGCGTTGGGTTGTT -3') ubicado entre los 

nucleótidos 583 al 600. También se utilizaron dos iniciadores adicionales que se ubican 

aproximadamente en la mitad del ORF E6 el iniciador sentido E6F5 (5'- AAA GTG TGC TTA 

CGA TIG C -3') ubicado entre el nucleótido 299 al 317 y el iniciador antisentido E6R4 (5 ' 

AAT GTG TCT CCA TAT AGC G -3) ubicado entre el nucleótido 354 a 372. De igual forma la 

totalidad del ORF E7 se abarcó desde el nucleótido 595 al 896, se utilizó el iniciador 

previamente reportado E7P1 (5'- CTGTAACAACGCCATGAGAG -3') ubicado entre el 

nucleótido 561 al 580 y el iniciador antisentido E7P2 (5' - TCAGGGTCATCCATIGCAGA -3') 

ubicado entre el nucleótido 877 al 896. De igual forma se utilizaron un par de iniciadores 

en la mitad de la secuencia del ORF E7, el iniciador sentido E7F10 (5'- AAA TAG GCT TGG 

ACG GG -3') ubicado entre en el nucleótido 680 al 696 y el iniciador antisentido E7R10 (5'

GAT ACA CAA ACG AAC CGT -3') ubicado entre el nucleótido 766 al 783. Estos iniciadores 

se seleccionaron de reportes previos y otros fueron diseñados en el laboratorio mediante 

el software Gene Runner 3.05. La secuencia de cada iniciador fue comparada, revisada y 

confirmada mediante BLAST con el GeneBank en la Tabla No 1 se observan los ORFs E6 y 

E7 VPH 58 con los iniciadores utilizados en el estudio. 
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Tabla No. 1 ORF E6 Y E7 VPH 58 VPH58 Referencia (124) indicando la posición de los 
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Secuencia de nucleótidos y aminoácidos codificados por los ORF E6 Y ORF E7 del VPH 58R. El número ubicado 
al lado izquierdo de cada fila indica la posición del primer nucleótido y aminoácido de cada una de estas. Las 
letras en rojo indican las posiciones de nucleótidos en los cuales se ha reportado algún cambio que genera 
cambio de aminoácido, las letras en azul indican posiciones de nucleótidos en las cuales se ha reportado 
algún cambio pero que no genera cambio de aminoácido. En amarillo se resalta la secuencia y ubicación de 
los iniciadores sentido (E6F1, E6F5, E7Pl Y E7FIO) empleados en este trabajo y en verde se resalta la 
secuencia y ubicación de los iniciadores antisentido (E7Rl, E6) . 
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Cada reacción de PCR se realizó en un volumen final de 50 ~I, cada una con: Tris HCllO mM 

a un pH de 9.0, KCI50 mM, Triton® X- 100 al 0.1 %, MgCI2 2.5 ~M, dNTPs 0.2 ~M, 0.5 ~M de 

cada iniciador y 1.25 u. de Taq Polimerasa, 10 ~I de muestra o de controles y el volumen 

final se ajustó con agua . 

3.5.1 Ensayos de sensibilidad de la peRo 

Se realizaron diluciones seriadas de muestras VPH 58 previamente tipificadas y 

cuantificadas para establecer el nivel de sensibilidad de las PCRs. Las muestras se clonaron 

para tener el suficiente material control positivo del ORF E6 Y E7. Para el desarrollo de 

todos los experimentos, se realizó la cuantificación del ADN obtenido, utilizando un 

espectrofotómetro y se realizaron diluciones seriadas para obtener concentraciones de 

10ng/~I, lng/~I, 100pg/~I, 10pg/~I, lpg/~I y 100fg/~1. De cada una de estas diluciones se 

tomaron 10~1 para realizar las PCRs y establecer el nivel de sensibilidad de la técnica (lo 

que indica el limite de amplificación). Estos ensayos fueron realizados en triplicado para 

garantizar la reproducibilidad . 

3.5.2 Ensayos de especificidad. 

Para los ensayos de especificidad se utilizaron muestras pertenecientes al Proyecto de 

Historia Natural, previamente tipificadas y en las cuales se detectó ADN de tipos de VPH 

diferentes al VPH 58, muestras en las que se detectó ADN de otros agentes bacterianos 

como C. trachomatis, ADN humano obtenido y purificado a partir de células sanguíneas y 

ADN obtenido y purificado de diferentes microorganismos (H. pylori.) 

3.5.3 Controles positivos y negativos. 

Para cada PCR se utilizaron como controles positivos tres diluciones seriadas del producto 

clonado de las muestras de los ORF E6 Y E7 de VPH 58, en el que se incluía el nivel mínimo 

de detección previamente estandarizado, en los ensayos de sensibilidad. 

Como controles negativos se utilizaron 2 tubos con mezcla de PCR sin ADN y 2 tubos de 

agua por cada experimento realizado. Estos controles internos de calidad de los 
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experimentos nos ayudaron a comprobar que el grado de exactitud de los resultados se 

mantuvo. 

3.6 ElECTROFORESIS. 

Para la visualización de los productos obtenidos por PCR se realizó electroforesis horizontal 

con geles de Agarosa a11% TBE, coloreados con Bromuro de Etidio, corridos con Buffer TBE 

0.5 X, a un voltaje de 1l0w, y se observaron con luz ultravioleta, mediante el uso de un 

analizador de Imágenes BioRad . Como marcadores de peso se utilizaron q,X174ADN/Hae 11 

(Promega) y/ó 100 bp ADN Ladder (invitrogen) dejando registro gráfico de cada 

observación. 

3.7 DETECCiÓN DE VARIANTES MOLECULARES DEL ORF E6 Y ORF E7 DEl VPH 58 

La detección e identificación de las variantes moleculares del ORF E6 Y ORF E7 del VPH 58 

se realizó mediante la técnica de secuencia automática y mediante el desarrollo de la 

técnica de Reverse Line Blot, la cual ha sido descrita y utilizada para otros fines. 

3.7.1 Desarrolló de la técnica de Reverse Une Slot 

Para el desarrolló de la técnica se utilizaron oligosondas marcadas con un grupo Amino en 

la posición 5', estás sondas fueron diseñadas en el laboratorio mediante el software Gene 

Runner 3.05. La secuencia de cada sonda se comparó, revisó y confirmó mediante el uso de 

BLAST. El grupo amino de las sondas sirve para unir las mismas a una membrana cargada 

negativamente Byodine C (Pall Corporation) de acuerdo al principio de la técnica descrito 

previamente(91) . 

El criterio de selección y/o diseño de las sondas se basó en la revisión de literatura, 

procurando que detecten mutaciones que permitan identificar y diferenciar las diferentes 

variantes reportadas de manera específica y además aquellas que detecten mutaciones 

que conlleven a cambio de aminoácidos. Así mismo se diseñó un grupo de sondas control, 
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de acuerdo a la secuencia del VPH 58 Referencia (VPH 58R)(89); que incluyera la región de 

la mutación reportada. 

3.7.1.1 Hibridación de los Productos de PCR y Detección 

En breve, 10 IlL de los productos de PCR de las muestras fueron adicionados a 150 IlL de 

2X SSPE/0.1% SOS, y denaturados por 10 min a 99QC. La membrana (con las sondas de 

oligonucleótidos) se colocaron en un minibloter, de tal manera que los pozos de siembra 

del miniblot quedaron perpendiculares a los oligonucleótidos. A los pozos de siembra se le 

aplicaron los productos de PCR (160 IlL) Y se hibridaron por 45 mino Las muestras fueron 

removidas del minibloter por aspiración y la membrana se lavó 2 veces en 2X SSPE/0.5% 

SOS x 15 mino Posteriormente la membrana se incubó con el conjugado de streptavidina

peroxidasa diluido en 2X SSPE/0.5% SOS por 45 min y posteriormente se realizaron 2 

lavados en 2XSSPE/0.5% por 10 minutos. Para la detección quimio-Iuminiscente del AON 

hibridado, la membrana se incubó en ECL líquido de detección y se expuso a un film 

(Hyperfilm). El film posteriormente fue desarrollado.(91) 

Las condiciones (concentraciones de reactivos, temperaturas y tiempos) de realización del 

RLB se ajustaron durante la estandarización de la prueba y se validaron con la realización 

de ensayos de reproducibilidad . 

3.7.1.2 Análisis de variantes en E6 y E7 de muestras control usando el RLB 

Se realizaron ensayos de identificación de variantes mediante el RLB de muestras a las que 

previamente se les habia identificado la presencia de variantes por secuencia directa con el 

fin de analizar la reproducibilidad inter ensayos. 

3.7.2 Validación de la Técnica Reverse Une Blot 

Para la validación de la técnica Reverse Une Blot como método de detección e 

identificación de variantes moleculares en el ORF E6 Y ORF E7 del VPH 58, se utilizaron 

muestras de cepillados cervicales que pertenecen a la línea de base de la cohorte y 
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muestras usadas en la estandarización, las cuales se analizaron en forma paralela con la 

técnica de secuencia directa (Gold Estándar) y con la técnica de RLB como métodos de 

detección e identificación de variantes moleculares en E6 y E7. Se realizaron ensayos de 

concordancia entre las dos técnicas mediante análisis de valores de kappa. 

3.7.2.1 Secuencia automática 

Para purificar los productos de PCR se utilizó el kit comercial GFXTM PCR (Amershan 

Biosciences). Se realizó secuenciación directa del ORF E6 Y ORF E7, en un Secuenciador 

Personal Amershan Pharmacia Biothec (Seq 4x4), con el Kit de Secuencia 7-Deaza-dGTP 

marca Visible Genetics. Utilizando los amplímeros inicialmente obtenidos de las diferentes 

PCRs dirigidas hacia la región E6 y E7 del VPH58. Cada mezcla de secuencia contenía: 2.5 ~I 

de Buffer de secuencia (Tris HCI 260 mM a pH 8.3, MgCI 2 39 mM), 2.5 ~I de un iniciador 

marcado en 5' con Cy 5.5. a una concentración de 3 ~M, 2 ~I de DMSO (Dimetil sulfoxido), 

4 ~I de ADN purificado del producto amplificado, 4~1 de enzima Thermo sequenase TM 

diluida 1:10 en Buffer Thermo sequenaseTM, 7 ~I de H20 destilada y 1.5 ~I del ddNTP 

correspondiente (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP, cada uno de estos contiene 750 ~M de 

cada dATP, dCTP, dTTP, 562 .5~M de dGTP, 185.5~M de 7 -deaza-dGTP y 2.5~M del 

correspondiente ddNTP diluido en EDTA 0.1 mM. a pH 8.0). 

Para cada reacción de secuencia se realizaron 2 fases de ciclado, uno de 18 ciclos y uno de 

15 ciclos en un Termociclador PTC 200 Peltier Termal Cycler (MJ Research). La fase 

iniciadora de ciclado incluyó una denaturación a 94°C durante 15 seg., una hibridación a 

50°C durante 15 seg., y una extensión de 70°C durante 60 seg. La segunda fase de ciclado 

incluyó una denaturación de 94°C durante 15 seg., y una extensión de 70°C durante 60 seg. 

La fase iniciadora de ciclado fue precedida por una denaturación a 94°C durante 2 min., y 

la segunda fase de ciclado fue seguida por una extensión de 72°C durante 2 mino 

Una vez terminadas las fases de ciclado se adicionó a cada reacción 6 ~I de Formamida y se 

realizó una denaturación a 94°C, posteriormente se colocaron en hielo y se almacenaron a 

- 20°C hasta que se realizó el corrido de la muestra a 1500 w y 50°C en geles de 

poliacrilamida al 6% (pre-corridos) (Visible Genetics) utilizando un Secuenciador Personal 

4X4 Amersham Pharmacia Biotech. 
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3.7.2.1.1 Análisis de la secuencia obtenida. 

Las secuencias obtenidas con el programa Seq 4 X 4 2.0. se confirmó mediante: BLAST con 

el GeneBank y BLAST. 

Las variaciones encontradas, tanto como de nucleótidos como de aminoácidos se ubicaron 

y numeraron teniendo como referencia la secuencia del genoma de referencia para el Virus 

del Papiloma Humano 58 o VPH - 58R(89) 

3.7.3 Detección de Variantes de E6 y E7 en las muestras de la Cohorte 

A las muestras positivas para VPH 58 en la línea de base se les realizó la detección de 

variantes usando ambas técnicas: el reverse line blot y la secuencia directa. La técnica con 

la cual se obtuvo mejores datos de sensibilidad, especificidad y facilidad para la detección 

del mayor número de variantes en E6 y E7 de VPH58 se seleccionó para realizar los análisis 

de variantes en E6 y E7 de las muestras positivas para VPH 58 durante el seguimiento. 

3.8 ANÁLISIS DE LA CARGA VIRAL. 

El método de ensayo inmuno-enzimático o enzyme immune assay (EIA) puede ser utilizado 

como un método semi-cuantitativo para determinar la cantidad relativa de copias virales 

de ADN de VPH en los raspados cervicales, la razón de esto es que existe una relación de 

tipo lineal entre la cantidad de ADN viral y la densidad obtenida en la realización especifica 

de la EIA, la realización de este análisis ha sido descrito previamente.(92) 

3.9 ANÁLISIS ESTADíSTICO 

Este proyecto es un estudio de seguimiento de tipo cohorte. 

Se utilizó el programa estadístico SPSS 17 para el análisis de los resultados. Y se 

desarrollaron dos tipos de análisis : 

Uno de Corte Transversal: En el cual se realizó el análisis de la prevalencia de variantes de 

E6 y El de VPH 58 y su asociación con carga viral en la línea de base 

Otro de Corte Longitudinal : En el cual se analizó la persistencia o eliminación de la 
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infección por VPH58 y sus variantes y su asociación con carga viral durante 7 años de 

seguimiento . 

El tiempo de eliminación de la infección por VPH 58 y las variantes se modelo usando el 

método de Kaplan-Meier el cual estima la probabilidad de eliminación de la infección por 

VPH 58 como una función de tiempo desde el enrolamiento . 

Se analizaron factores asociados potencialmente con eliminación de la infección por VPH 

58 como las variantes de E6 y E7 de VPH 58 y la carga viral. Se realizó un análisis de 

regresión de Cox para estimar los riesgos relativos (RR) y los intervalos de confianza (Cls) 

del 95% en la eliminación de la infección por VPH 58 de acuerdo a los diferentes factores 

de riesgo . 
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4. RESULTADOS 

4.1 REVISiÓN DE LITERATURA VARIANTES MOLECULARES ORF E6 Y El VPH 58. 

La ejecución de la revisión se efectuó mediante la búsqueda en las bases de datos PUBMED 

y MEDSCAPE identificando los artículos en los que se había realizado descripción de 

variantes moleculares del ORF E6 Y El de VPH 58. Esta revisión se complementó con la 

revisión de los listados de referencias de artículos relevantes sobre el tema y de la 

búsqueda de secuencias consignadas en el GENBANK. Hasta la fecha, los reportes sobre 

variantes de E6 y El de VPH son escasos y corresponden a trabajos desarrollados en 

poblaciones asiáticas. Los reportes con información completa de las variantes de ambos 

ORF E6 Y El son el trabajo de Chan P. et al 2002 y de Wu E. et al 2009, aunque este último 

trabajo presenta variaciones en la secuencia no solo en la región conservada (LCR, E6 y El) 

sino también en la región variable del genoma viral. El trabajo de Xin C, et al 2001 reporta 

variantes únicamente en el ORF E6 igual que el trabajo de Calleja-Macias 1, et al 2005 . En la 

tabla 2 se incluye la información de los artículos incluidos en el estudio y la tabla 3 incluye 

las variantes de los E6 y El de VPH 58 reportadas hasta la fecha . 

Tabla 2. Artículos incluidos dentro del estudio de los cuales se obtuvo información 
completa de las de los ORF E6 Y El de VPH58. 

Año Autor ORF Secuenciado Región Secuenciada Origen de las muestras Muestras positivas VPH 58 

2001 XIn Cui . et al. E6 95 ·560 Japón 41 

2002 ehan Paul . et al. Eó '1 El 54 ·560 (E6) 561 · S77IE7) Chi na 220 

2005 Calleja-Macl as l. et al. lCR. Eó. II 94 - 575IE6) Chi na, Escoci a, Brasil, Alemania, Malí, Marru ecos 61 E6) 

2009 Wu En·qi, et al. G/noma compl/to G/noma compl eto China 37 

4.2 AMPLIFICACiÓN POR PCR DE LOS ORF E6 Y El DE VPH58. 

A 168 muestras que fueron positivas para VPH 58 y que entraron al estudio, se les realizó la 

amplificación del gen de la ~ -Globina (209pb) con el fin de confirmar la calidad del ADN. El 

análisis mostró que el 100% de la muestras amplificaron para este gen. La figura No 4 

muestra la amplificación de un grupo de muestras y los respectivos controles positivos y 

negativos. Figura No 4. 
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Tabla 3. Variantes moleculares de los ORF E6/E7 de VPH 58 reportadas en la literatura hasta la fecha mediante la técnica de secuencia directa. Se incluye las diferentes 

posiciones donde se han reportado cambios de nucleótidos de estos ORFs. HPV 58R: secuencia referencia, las letras en minúscula nos indican cambio de nucleótido que no 

llevan a cambio de aminoácido, las letras en mayúscula son cambios de nucleótidos que llevan a cambio de aminoácidos. En los cambios de aminoácidos, la primera letra 

indica el aminoácido de VPH 58R, la segunda letra indica el aminoácido del cambio . 
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Figura No 4. Evaluación de la calidad del ADN de las muestras 

PCR - PC03/PCOS (209 pb. ~-globina) 
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La numeración a la izquierda indica el tamaño de las bandas del marcador de peso molecular, 100 bp ADN Ladder 

(Invit rogen) del 1 al 15 se indican diferentes muestras positivas para la amplificación de ~-globina (209pb), 16 Y 

17 controles positivos, 18 y 19 son los controles negativos de la PCR, mezcla de PCR sola y mezcla de PCR con 

agua en lugar de ADN. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. 

Para la amplificación de los ORF E6 Y E7 de VPH 58 se desarrollaron y estandarizaron un total 

de 6 PCRs (tres para cada ORF) . Las PCRs para el ORF E6 incluyen una que amplifica todo el 

ORF mediante los iniciadores E6Fl y E7Pl dando un fragmento correspondiente de 521pb, la 

segunda con los iniciadores E6Fl y E6R4 amplifican la primera parte del ORF que corresponde 

a un fragmento de 293pb, la tercera con los iniciadores E6F5 y E7Rl amplifica un fragmento de 

301pb de la segunda parte del ORF E6. Tabla No 4. 

Tabla No 4. Iniciadores ORF E6 VPH 58. 

De igual forma se desarrollaron tres PCRs para la amplificación del ORF E7 de VPH 58, la 

primera con los iniciadores reportados en la literatura E7Pl y E7P2 que amplifican la longitud 

completa del ORF del ORF E7 {335pb}, una segunda PCR con los iniciadores E7Pl y E7Rl0 que 

amplifican un fragmento de 222pb que corresponde a la primera mitad del ORF y la tercera 

con los iniciadores E7Fl0 y E7P2 que amplifica un fragmento de 216pb, correspondientes a la 

segunda mitad del ORF. Las secuencias de estos iniciadores se muestran en la Tabla No 5. Las 

PCRs para E6 E6Fl/E6R4, E6F5/E7Rl Y las PCRs para E7 con los iniciadores E7Pl/E7Rl0 y 
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E7Fl0 y E7P2 se desarrollaron con el fin de evaluar las muestras que obtuvieron un resultado 

negativo para la PCR E6Fl/E7Rl para E6 y la PCR E7Pl/E7P2 para E7. 

Tabla No 5. Iniciadores ORF E7 VPH 58. 

Los ensayos de sensibilidad de las diferentes PCRs mostraron que para el ORF E6 usando los 

diferentes set de iniciadores, el nivel de sensibilidad fue de lpg/~I. La figura 5. A muestra el 

nivel de sensibilidad de lpg usando los iniciadores E6F1/E7R1. Para el ORF E7 el nivel de 

sensibilidad de las diferentes PCRs fue de 10 fg/~I. La figura 5. B muestra el resultado usando 

los iniciadores (E7Pl/E7P2). Estos resultados fueron replicados en diversos ensayos para 

garantizar la reproducibilidad de los resultados obtenidos. 

1078 

872 
603 

310 

---

Figura No 5. Diluciones seriadas PCR E6 y E7 VPH 58. 

A. ORF E6 E6F1/E7Rl (521pb) 

1 2 3 4 s 678 9 10 11 12 

..--... - ---
B. ORF E7 E7Pl/E7P2 (312pb) 

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 

La numeración de la izquierda representa el tamaño de las bandas del marcador de peso molecular 

<Dx174ADN/Hae 11 (Promega), los carriles del 1 al 8 (A Y B) representa diluciones seriadas del Clan del ORF E6 yel 

ORF E7 de VPH 58, las diluciones son 100 ng/Ill, 10 ng/Ill, 1 ng/Ill, 100 pg/Ill, 10 pg/Ill, 1pg/lll, 100 fg/Ill, 10 fg/1l1 Y 

1 fg/1l1 respectivamente, 9 y 10 (A Y B) son controles de muestras positivas para VPH 58, 11 Y 12 (A Y B) 
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corresponden a los controles negativos donde se utilizó mezcla de PCR sola y mezcla de PCR con agua en lugar de 

ADN respectivamente. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. 

La especificidad de las PCRs se evalúo mediante ensayos en los cuales se utilizaron como 

controles positivos muestras positivas para VPH58 y como controles negativos la mezcla de 

PCR sin ADN y mezcla de PCR con agua en lugar de ADN . Como muestras se utilizaron ADN 

humano (obtenido a partir de células sanguíneas), ADN de la bacteria H. pylori, ADN de C. 

trachomatis y ADN de 16 tipos de VPHs diferentes al VPH 58, de muestras recolectadas y 

pertenecientes a la cohorte en las cuales la detección y tipificación de los diferentes VPHs, 

había sido previamente establecida (VPH 59, 42, 40, 11, 6, 26, CP-8061, 16, 33, 18, 35, 39, 45, 

51, 52 Y 66. El resultado de este ensayo mostró que hubo amplificación en las muestras 

positivas para VPH 58, no se observó amplificación para los otros tipos de VPH, ni del ADN 

humano, H. pylori y , C.trachomatis, lo que sugiere que las PCR desarrolladas presentan una 

alta especificidad para la amplificación de los ORF E6 Y E7 de VPH 58. En la figura No 6. A se 

muestra un ejemplo para el ORF E6 mediante el uso de los iniciadores E6Fl/E7Rl y la figura 

No 6. B muestra el ejemplo para el ORF E7 utilizando los iniciadores E7Pl/E7P2 . 

Figura No 6. Prueba de especificidad para las iniciadores de los ORF E6 Y E7 de VPH 58. 
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A. ORF E6 E6F1/E7Rl (521pb) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 -- -
-
20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 

- -..... .. .. . 
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B. ORF E7 E7P1/E7P2 (312pb) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
.~ 872 

603 .-- 310 

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 333435 36 37 38 39 4 0 

310 

A. La numeración de la izquierda representa el tamaño de las bandas del marcador de peso molecular utilizado 
100 bp ADN Ladder (Invitrogen), los carriles 1 y 20 son del marcador de peso molecular, los carriles 2, 3, 4, 21, 
22, 23 representan diferentes muestras positivas para VPH 58, los carriles 18, 19, 38 Y 39 corresponden a los 
controles negativos de mezcla de PCR sola y mezcla de PCR con agua en lugar de ADN, los carriles 15 al 17 y 35 al 
37 corresponden a ADN humano, ADN de H. pylori y ADN de C. trachomatis respectivamente, los carriles deiS al 
14 corresponde a VPH 59, 42,40, 11 (2 muestras), 6 (2 muestras), 26, CP-8061(2 muestras) respectivamente y los 
carriles del 24 al 34 corresponden a VPH 16, 33 (2 muestras), 18, 35, 39, 45, 51, 52 Y 66 respectivamente. 
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. 

B. La numeración de la derecha representa el tamaño de las bandas del marcador de peso molecular utilizado 
<Dx174ADN/Hae 11 (Promega), los carrilles 20 y 40 son del marcador de peso molecular, los carriles 1, 2,3, 21, 22 Y 
23 son diferentes muestras positivas para VPH 58, los carriles 18, 19, 38 Y 39 corresponden a los controles 
negativos de mezcla de PCR sola y mezcla de PCR con agua en lugar de ADN, los carriles 15 al 17 y 35 al 37 
corresponden a ADN humano, ADN de H. pylori y ADN de C. trachomatis respectivamente, , los carriles del 4 al 14 
corresponde a VPH 59 (2 muestras), 42, 40, 11 (2 muestras), 6 (2 muestras), 26, CP-8061(2 muestras) 
respectivamente y los carriles del 24 al 34 corresponden a VPH 16, 33 (2 muestras), 18, 35, 39, 45, 51, 52 Y 66 
respectivamente. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. 

4.3. DETECCiÓN DE VARIANTES MOLECULARES DEl ORF E6 V ORF E7 DEl VPH 58 

4.3.1 Secuencia automática de las muestras pertenecientes a la línea de Base de la Cohorte 

de Bogota positivas para VPH 58. 

Anterior al desarrolló de la técnica de RLB y debido a que se carecían de secuencias 

caracterizadas de VPH 58 previamente identificadas en la población colombiana, se utilizaron 

34 muestras positivas para VPH 58 pertenecientes a la línea de base de la cohorte, que 

corresponde al 1,8% de las 1845 mujeres pertenecientes a la línea de base. Se obtuvieron las 

secuencias completas de los ORF E6 Y E7 mediante la utilización de los iniciadores E6F1, E6R4, 

E6F5, E7R1, E7P1, E7R10, E7F10 y E7P2. Para el ORF E6, los iniciadores E6F1/E7R1 amplifican 
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todo el ORF y los iniciadores E6F1/E6R4 y E6F5/E7R1 amplifican la primera y segunda mitad 

del ORF y para el ORF E7, los iniciadores E7P1/E7P2 amplifican todo el ORF y los iniciadores 

E7P1/E7R10 y E7F10/E7P2 amplifican la primera y segunda mitad del ORF respectivamente. 

Estos iniciadores vienen marcados con cyanina (Cy 5.5) en el extremo 5' lo que permite 

obtener las secuencias de la cadena sentido y la cadena antisentido de cada una de las 

muestras. 

Se estableció como una variante la suma de las mutaciones a lo largo de las regiones de E6 y 

E7 . De las 34 muestras se logró la obtención de secuencias en 27 muestras de ambos ORFs que 

corresponden al 79,4%, de 3 muestras solo se obtuvo información de uno de los ORF (8.8%), 

estas se clasificaron como variantes no informativas y de 4 muestras no hubo amplificación de 

ninguno de los ORF (11.8%) . En total se encontraron 5 variantes diferentes, 3 de las cuales 

habían sido reportadas previamente en la literatura en poblaciones Asiáticas y dos variantes 

de las cuales no existen reportes hasta la fecha. La frecuencia específica de cada una se 

distribuyó de la siguiente forma, T307 / A694/G744/ A761 61,7% (21 de 34), 

T307/T632/G744/A760 8,8% (3 de 34), T307/G744 2,9% (1 de 34), 

A169/T307/A599/A694/G744/A761 2,9% (1 de 34), T307/A694/G744/A761/G763 2,9% (1 de 

34). No Amplifican y no informativas 20,5% (7 de 34). Ninguna de las muestras presentó la 

secuencia del VPH 58 de referencia. En la Tabla No 6 se recogen estos resultados, en la figura 

No 7 se presentan los electroforogramas de los cambios de nucleótidos encontrados en las 

secuencias. 
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Tabla No 6. Variantes de los ORF E6 Y E7 de VPH 58 de la línea de base obtenidas por el 

método de secuencia automática. 

E6 El 

1 12 23333 45 56667777777788888 

6 805067893 93392456669900455 

MUESTRAS 9 738774828 92846460133813027 CAMBIO DE IV. VAAIANTE REFERENOA 

",34 HPV 58R GCGACCGATA GCTGTTTGGAACCTCTG E6 El 

21 · . - t· . - - - • •• A • g .. A •••••••• G41R {G61D T307 {A694{ G744{ A761 Ch.ln el ¡l. 2002 

l · .. t· .... • T •• . g . A • • ••••••• TlOl{G6lS T307 {T632{ G744{ A760 Ch.ln el ¡1. 2002, W. el .1. 2009 
· .. t· .... . g ........... T307{G744 Ch.ln el al. 2002 

• - .. t · .... A - - A • g .. A •••• - •• - R9K {G41R {G61D A169{T307{ AS99{ A694{G744{ A761 No Reporud.l 
· .. t · . - .. • - • A - g - . AG · •••••• G41R /G63D {T64A T307 {A694{ G744{ A761 { G763 No Reportad.l 

N.A • •• A • g .. A • • •••••• G41R {G61D 

N.A N.A 

Tabla No 6. Variantes moleculares de los ORF E6/E7 de VPH 58 encontradas mediante la técnica de secuencia en 

la línea de base. Se incluye las diferentes posiciones donde se han reportado cambios de nucleótidos de estos 

ORFs. HPV 58R: secuencia referencia , las letras en minúscula nos indican cambio de nucleótido que no llevan a 

cambio de aminoácido, las letras en mayúscula son cambios de nucleótidos que llevan a cambio de aminoácidos. 

En los cambios de aminoácidos la primera letra indica el aminoácido de VPH 58R, la segunda letra indica el 

aminoácido del cambio, en la columna referencia se incluyen los reportes donde se han reportado las secuencias 

encontradas, N/A (no amplifica) . 

Figura No 7. Electroforogramas de las mutaciones detectadas en la Línea de Base 
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B. A169 Secuencia iniciador sentido 

151 185 

l 169 l 
S ' T T T G T G 

o' 
Te.. G G e G T ~ G G .. ' .. e .. T e ~, G T G e A T G .. A ~" 3 ' 

t~ 

~ I . 

C. T307 Secuencia iniciador sentido 

290 324 

l 307 l 
T .. T G , .. .. .. G , T T .. e G .. , T G e T .. , e T .... 3 ' 
'00 

_ 2m 

D. G599 secuencia iniciador antisentido 

615 581 

l 599 l 
3' A , "C~.el 'A G C G Il G G , .. G 1 , G 1 , , C ~", ' , 5' 

39 



E. A599 secuencia iniciador antisentido 
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H. G694 Secuencia iniciador sentido 
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K. A760, G761, A763 Secuencia iniciador sentido 
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L. G760, A761, G763 Secuencia iniciador sentido 
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Figura No 7. Los electroforogramas A; G169, O; G599, F; C632, y H; G694 presentan los nucleótidos de VPH 58 
referencia para esas posiciones, Los electroforogramas B; A169, C; T307, E; A599, G; T632, 1; A694 Y J; G744 
indican el cambio de nucleótido en esas posiciones, la línea o el círculo resaltan la posición del nucleótido que se 
quiere mostrar. En los electroforogramas K y L se señalan con las flechas y números de azul claro las posiciones 
de referencia y con las flechas y números rojos los cambios de nucleótidos en esas posiciones, 

4.3.2 Desarrollo de la técnica de Reverse Une Blot. 

En el desarrolló de la técnica de RLB se diseñaron un total de 38 sondas las cuales en su 

extremo 5' tienen adicionado un grupo amino el cual se utiliza para realizar el acople de la 

sonda a la membrana. Las sondas fueron sintetizadas por IDT (Integrated DNA Technologies). 

Fueron diseñadas de acuerdo a la secuencia del ORF E6 Y E7 de VPH 58 referencia, así como de 
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las variantes que se han reportado en la literatura a la fecha y a las encontradas con la técnica 

de secuencia automática en la línea de base, correspondientes a variantes no reportadas en la 

literatura . La totalidad de las sondas se diseñaron en el laboratorio mediante la utilización del 

software GeneRuner 3.05, la secuencia de las sondas diseñadas fueron corroboradas y 

comparadas mediante la utilización de la base de datos Blast (nlucleotide-nucleotide) con el 

GeneBank. 

De las sondas diseñadas 14 hibridan en el ORF E6, 7 de las cuales son dirigidas para regiones 

específicas que no presentan mutaciones (sondas referencia) y 7 para estas mismas regiones 

pero que incluyen una o varias mutaciones. Para el ORF E7 se desarrollaron 24 sondas, 9 

sondas de referencia y 15 sondas de mutaciones específicas, en estas se incluyen las sondas 

para las mutaciones A169 y G763 que no habian sido reportadas hasta la fecha. En la Tabla 7 

se muestra la información de las sondas desarrolladas para ambos ORFs, la nomenclatura 

utilizada y la región con la que hibrida. Se destaca en color rojo las sondas dirigidas contra 

mutaciones indicando en color rojo el cambio de nucleótido, de igual forma para estas 

regiones se observan sondas de referencia (indicadas en negro) dentro de la sonda se 

identifica con cursiva y negrita en color azul la posición referencia del nucleótido comparado 

con el de la variante. En algunos casos una sola sonda de referencia sirve para identificar 

diferentes tipos mutaciones (si aquellas se encuentran en una sola región o si son varios 

cambios de una misma posición) . La longitud promedio de las sondas fue de 16.9pb con un 

rango entre 15pb a 19pb, con una moda de 16pb para las de referencia y de 17pb para las de 

las variantes, el TM promedio fue de 46°( con un rango entre 39,6°( y 51,4°( con una moda 

de 44,5°( para las sondas de variantes, las sondas de referencia no presentaron moda. 

Para el desarrolló del RLB se utilizaron los mismos iniciadores desarrollados para la 

amplificación de los ORF E6 Y E7, para el ORF E6 los iniciadores E6F1, E6R4, E6F5, E7R1 

(E6F1/E7R1 amplifican todo el ORF y los iniciadores E6F1/E6R4 y E6F5/E7R1 amplificación la 

primera y segunda mitad del ORF respectivamente) y de los iniciadores E7P1, E7R10, E7F10 y 

E7P2 para el ORF E7 (E7P1/E7P2 amplifican todo el ORF y los iniciadores E7P1/E7R10 y 

E7F10/E7P2 amplifican la primera y segunda mitad del ORF respectivamente). Para este 
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ensayo los iniciadores antisentido poseen una modificación mediante un marcaje con Biotina 

en su extremo 5'. 

Tabla No 7. Oligosondas desarrolladas para el ensayo de Reverse Une Blot para la detección 
e identificación de variantes de los ORF E6 Y E7 de VPH 58. 

SONDA SECUENCIA lOCAlIZACION LONGtTUD TM 

G169 5 '- GTT GGA G AC ATC TGT G -3 ' 163 nt - 178 nt 16 46,4 
G169A GTT GGA A ACATCTGT G 163nt - 178nt 16 44,5 
C187 5 '- TGA AAT CGA ATT GAA ATG -3 ' 181nt - 198nt 18 42,7 
(187T 5 '- CAT GAA AT T GAA TTG AAA -3 ' 179nt -176nt 18 40,4 
G203 5 '- CGT TG A ATG CM AAA GA -3 ' 199 nt - 215 nt 17 45,4 
G103C 5 '- GTT CAA TG C AAA AAG ACT -3 ' 200nt - 217nt 18 45 

E6 
C307 5 '- T AA AGT GTG CTT ACG AT -3 ' 298nt - 314nt 17 44,8 
C307T 5 '- AGT GTG TTT ACG ATT G -3 ' 301 nt - 316 nt 16 43 
C367 5 '- CTA TAT GGA GAC ACA TTA G -3 ' 356nt - 374nt 19 43,7 
C367A 5 '- TAT ATG GAG AA A CAT TAG -3 ' 357nt -374nt 18 39,6 
A388 5 '- AGA ACA AAC ACT AAA A AA -3 ' 373nt - nt390nt 18 41,4 
A388C 5 '- AACAAGTGTTTAAATGAA- 3 ' 386 nt - 403 nt 18 41,4 
A538 5 '- CGA CGT AGA CMACA-3 ' 536 nt - 550 nt 15 44,9 

A538C 5 '- GCC GTA GAC AAA CAC AA -3 ' 537 nt - 553 nt 17 49 .8 

G599 5 '- AAC GCT AAG AGAATATAT- 3 ' 591nt -608nt 18 41,6 
G599A 5 '- AACGCTAAAAGAATATATT - 3 ' 591nt - 609nt 19 41,2 
(032 5 '- AAC CM CTG ACCTAT T -3 ' 626nt - 641nt 16 43,6 
C632T 5'- TGA ACC AAT TGA ca AT -3 ' 624 nt - 640 nt 17 44,5 
G694 5 '- AAT AGG CTT GGA CG G G -3 ' 681nt - 696nt 16 51,3 
G694A 5 '- ATA GGCTTG GAC A GG C- 3 ' 682nt - 697nt 16 51,4 
T726 5 '- ACA GCT AAT TAC T AC ATT -3 ' 721 nt - 738 nt 18 42 
T726C 5 '- ACA GCC AAT TAC TAC AT -3 ' 721nt - 735nt 17 44,5 

E7 
T744-T756 5 ' - AAC TTG TTG TTA CAC TTG- 3 ' 741nt - 758nt 18 45 
T744G 5 '- TACATT GTAACG TGT TG -3 ' 733nt - 749nt 17 43,8 
T756C 5 '- TTG TTG TTA CAC CTG TG -3 ' 744nt - 760nt 18 46,7 
T756[ G760[ G761 5 '- TTA CAC TTG TGG CAC C -3 ' 750 nt - 765 nt 16 49 
T744G/T756C 5 '- AC G TG TTG TT A CAC CTG - 3 ' 742nt - 758nt 17 49,5 
T756A/G761A 5 '- TA CAC CTG TGA CAC CA-3 ' 751 nt - 766 nt 16 49,5 
G760A 5 '-TTACACTTGTA G CACCA-3 ' 750 nt - 766 nt 17 47,5 
G760C/G761A 5 '- TACACT TGT CA CACC-3 ' 751 nt - 765 nt 15 44,4 
G761A 5 '-TTACACTTGTGA CAC CA-3 ' 750 nt - 766 nt 17 47,7 
G761A/ A763G 5 '- TT A CAC TTG TGA CG C CA -3 ' 750nt - 766nt 17 51,2 
A793¡ C798 5 '- AAC AGT ACA A CA ACC GA -3 ' 784 nt - 800 nt 17 48,1 
A793/ C798/ CS01!T803 5 '- CAA CM CCG ACG TAC G -3 ' 791 nt - 806 nt 16 50,6 
A793G/C798T!CSOIA 5 '- TAC AG C AAC T GA A GT ACG -3 ' 789 nt - 806 nt 18 49 
T803C 5'- GAe GCA CGA Aee CT A -3 ' 799 nt - 813 nt 15 51,2 
CS40!T852 5 ' -TAC CATTGT GTG CCCTAG-3 ' 837 nt - 854 nt 18 51,4 
C840T !T852 C 5 '- ACT ATT GTG TGC ( ee A -3 ' 838 nt - 853 nt 16 50,4 

Tabla No 7. El nombre de la sonda indica el nucleótido o nucleótidos para el cual fue diseñada la sonda, las 
sondas referencias se indican en negro y la posición del nucleótido dentro de la sonda se resalta en cursiva 

negrilla en color azul, las sondas de mutaciones se indican en rojo y la posición de la mutación o mutaciones se 
indican en negrilla cursiva y en color rojo, se indica el ORF al que pertenece cada sonda, la localización dentro del 
gen, su longitud y el Tm de cada sonda. 
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Los ensayos de sensibilidad de las PCRs utilizando los diferentes iniciadores biotinados 

mostraron que para el ORF E6 fue de lpg/\lL en gel de agarosa y para el ORF E7 fue de 

100fg/\lL en gel de agarosa (Datos no mostrados). Cuando se utilizaron estos iniciadores en el 

ensayo de RLB se obtuvo una sensibilidad 10 veces mayor para las diferentes PCRs de ambos 

ORFs comparada con la sensibilidad en gel. Utilizando los iniciadores hacia el ORF E6 el nivel 

de sensibilidad fue de 100fg/\lL y para el ORF E7 fue de 10fg/\lL (con las condiciones finales de 

la concentración de las sondas descritas posteriormente) Figura No 8. Las demás condiciones 

del ensayo de RLB (tiempos de hibridación, temperaturas de hibridación y lavados) se 

mantuvieron de forma similar a lo descrito en la metodología. Se determinó que el tiempo de 

exposición de la placa de autoradiografía fuera de 30 minutos lo que permite una buena 

detección de las señales sin que exista una sobre exposición y la aparición de señales 

inespecíficos. 

Figura No 8. Ensayo de sensibilidad en RLB iniciadores de los ORF E6 Y E7 de VPH 58 
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A la izquierda las sondas utilizadas para el reverse line blot, en la parte superior la concentración de las 
diluciones. El grupo de sondas en la parte superior de la figura corresponde a la región de E6 y las que se 
encuentran en la parte inferior a la región de E7. 
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La interpretación de la técnica de RLB tiene como principio la aparición de señales en el 

hyperfilm que son productos de la hibridación del producto de PCR marcado con biotina y las 

sondas unidas a la membrana. Durante el proceso de estandarización se realizaron varios 

ensayos para mejorar la sensibiidad de la técnica, para esto se acoplaron a la membrana 

diferentes concentraciones de sondas. Dependiendo de la intensidad de la señal entre las 

sondas y las muestras en la membrana durante el revelado, se estandarizaron las 

concentraciones ideales a las cuales debian ser usadas las diferentes sondas. Inicialmente se 

inicio con una concentración inicial para todas las sondas de 200pmol. En la figura No 9 se 

observa el primer ensayo de estandarización del RLB donde podemos ver en las filas las 

diferentes sondas (sondas referentes y con mutación) y en las columnas (A;B;C etc las 

diferentes muestras analizadas y controles). En el primer carril de las oligosondas de E6, se 

observa como la muestra A hibrida para la sonda de referencia (G169) y no hibrida para la 

sonda de mutación (G169A). 

Es así que el análisis de forma vertical da la información de la muestra A para las diferentes 

mutaciones y de acuerdo al patrón de hibridación nos dará la información sobre la variante 

que presenta la muestra. Para algunas oligosondas se observa una señal inespecífica como en 

la sonda C187T y la sonda G761/A763G (columna 1, J) que corresponden a los controles 

positivos en concentraciones de lOng y lng respectivamente. En otros casos no se observa 

señal de las sondas control del ORF E6 A388 Y A538 en la mayoría de las muestras y 

únicamente se observa una leve señal en los controles positivos (columna 1, J). Hubo algunas 

muestras (columna B y E) que no presentaron ninguna señal por el RLB. Estas mismas 

muestras habian sido analizadas usando secuencia automática con la cual tampoco se habia 

podido obtener ningun resultado. En este ensayo los controles negativos de PCR corresponden 

a las columnas K, L, las cuales no presentaron ninguna señal. 

Posterior a este ensayo se realizaron diferentes ensayos modificando las concentraciones 

finales de las sondas, con el fin de mejorar las señales de hibridación entre las sondas y los 

productos de PCR, para evitar la formación de señales inespecíficas y procurando mejorar las 
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señales débiles de ciertas sondas como las de las mutaciones G196A y T744G. En la tabla No 8 

se describe las concentraciones a las cuales las sondas fueron finalmente utilizadas (las 

concentraciones de las sondas oscilaron entre 100 pmol y 600 pmol). La figura No 10 muestra 

un ejemplo de un ensayo con las condiciones óptimas de estandarización. 

Figura No 9. Ensayo de estandarización de la técnica de RLB utilizando los productos de 
E6F1/E1Rl Biot para el ORF E6 Y los productos de E1Pl/E1P2 Biot para el ORF El 
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Las sondas de referencia se indican en negro (hibridan con la secuencia sin mutación) y las sondas de variantes se 
destacan en rojo (hibridan con secuencias que presentan la mutación indicada) las letras en la parte superior 
identifican la muestra es decir la muestra A hibridada en E6 corresponde a la misma muestra A que hibridada en 
E7 con el producto de peR correspondiente a cada ORF, A, B, e, D, E, F, G, H muestras positivas VPH 58; 1, J 
controles positivos VPH 58 en concentraciones de lOng y 1 ng respectivamente; K, L controles negativos Mix peR 

sin ADN y Mix peR remplazando muestra por agua respectivamente, Tiempo de exposición de auto radiografía 30 
minutos. 
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Tabla No 8. Concentraciones finales de las sondas utilizadas en el ensayo de RLB. 

SONDAS concentracion final pmol 
G169 200 
G169A 200 
C187 200 
C187T 150 
G203 250 
G203C 200 
C307 200 
C307T 300 
C367 200 
C367A 200 
A388 100 
A38SC 200 
A538 600 
A538C 100 
G599 200 
G599A 250 
C632 600 
C632T 200 
G694 150 
G694A 200 
T726 500 
T726C 200 
T744/T756 200 
T744G 600 
T756/ G760/ G761 400 
T744G/T756C 200 
T756C 200 
T756A/G761A 200 
G760A 500 
G760C/G761A 200 
G761A 500 
G761A/ A763G 150 
A793/ C798 200 
A793GjC798T¡C801A 200 
A793/ C798/ C801/T80 200 
T803C 200 
C840/T852 350 
C840T/T852C 200 

Tabla No S.Las sondas de referencia se indican en color negro y las sondas de variantes se indican con color rojo, 
las concentraciones finales de cada sonda se expresa en pmol. 
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Figura No 10. Ensayo de RLB con las condiciones finales de la estandarización para 

ambos ORF E6 Y E7 de VPH 58 utilizando los productos de E6F1/E7Pl Biot y ElP7/E7P2Biot 
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Las sondas de referencia se indican en negro (las que hibridan con la secuencia sin mutación) y las sondas de 
variantes se destacan en rojo (secuencias que hibridan con secuencias que presentan la mutación indicada) las 
letras indicadas en la parte superior identifica la muestra es decir la muestra A hibridada en E6 corresponde a la 
misma muestra hibridada en E7 con el producto de PCR correspondiente a cada ORF. Tiempo de exposición de la 
auto radiografía 30 minutos. El descriptivo indica la variante identificada. 
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A pesar de las modificaciones realizadas no fue posible conseguir señal de la sonda de 

referencia A388 correspondiente al ORF E6 Y debido a que las demás sondas de ambos ORF 

presentan señales de hibridación con las muestras en las mismas condiciones de hibridación, 

incubación y lavado se decidió omitir el dato de esta sonda. 

Las muestras que obtuvieron un resultado negativo cuando se realizó el RLB con el producto 

de PCR E6F1jE7P1Biot para E6, se sometieron nuevamente a un segundo RLB pero utilizando 

los productos de las PCRs E6FljE6R4Biot y E6F5jE7P1Biot. De igual forma para E7 cuando los 

resultados fueron negativos para el RLB con los productos de PCR E7P1jE7P2Biot se utilizaron 

los productos de las PCRs E7P1jE7R10Biot y E7F10jE7P2Biot. Las muestras en las que no se 

pudo obtener información de alguna de las PCR anidadas y en aquellas muestras en las que 

solo se pudo obtener información de uno de los ORF fueron clasificadas como variantes no 

informativas. 

4.3.2.1 Resultados del Reverse Une Blot. 

El resultado obtenido para las 34 muestras pertenecientes a la línea de base, mostró un total 

de 5 patrones de hibridación que corresponden a cinco variantes diferentes. Estas variantes 

son las mismas que las identificadas por el método de secuencia automática. De igual forma 

que en la secuencia automática, 7 muestras no presentaron amplificación en el RLB y no se 

pudo determinar las variantes de E6 y E7 de VPH 58 en estas muestras. La información de las 

variantes determinadas por la técnica de Reverse Une Blot se observa en la tabla No 9. 

4.3.2.2 Comparación de los resultados por ambas técnicas 

Al realizarse la comparación de los resultados obtenidos para las 34 muestras se pudo 

determinar un nivel de concordancia del 100% para el análisis a nivel de variante molecular, 

sin embargo en la técnica de Reverse Une Blot no se pudo establecer en 4 muestras cambios 

presentes en la región E7 que si habian sido detectados por la técnica de secuencia. Este 

resultado al tener en cuenta el criterio de variante molecular como la suma de los cambios 
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encontrados en ambos ORFs no afecta el índice de concordancia al no presentarse una 

reducción en el número de variantes detectadas por ambas técnicas. 

Tabla No 9. Resultados de variantes moleculares del ORF E6 Y E7 de VPH58 determinadas en 

la línea de base de la cohorte por la técnica de Reverse Une Blot. 
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Variantes moleculares de los ORF E6/E7 de VPH 58 encontradas mediante la técnica de RLB en la línea de base. Se 

incluye las diferentes posiciones donde se han reportado cambios de nucleótidos de estos ORF. HPV 58R: 
secuencia referencia, las letras en minúscula nos indican cambio de nucleótido que no llevan a cambio de 
aminoácido, las letras en mayúscula son cambios de nucleótidos que llevan a cambio de aminoácidos . En los 
cambios de aminoácidos la primera letra indican el aminoácido de VPH 58R, la segunda letra indica el aminoácido 
del cambio, en referencia incluyen los reportes donde se han reportado las secuencias encontradas, N/A (no 
amplifica). 

Dado el alto nivel de concordancia entre las técnicas, se determinó realizar el análisis de 

variantes moleculares de los ORFs E6/E7 de VPH58 utilizando la técnica de Reverse Une Blot. 

Las muestras que presentaron patrones de hibridación atípicos se sometieron a secuencia 

automática de ambos ORF para determinar si se trataba de una nueva variante molecular. 

4.4 VARIANTES MOLECULARES DE E6 Y E7 DE VPH 58 PRESENTES EN MUJERES CON 

CITOLOGíA NORMAL PERTENECIENTES A LA COHORTE DE BOGOTA. 

4.4.1 MUJERES CON INFECCIONES PREVALENTES CON VPH 58. 

De las 1845 mujeres incluidas en el estudio que pertenecen a la línea de base, 34 mujeres 

(1,8%) presentaron resultado positivo para la detección por PCR para VPH 58, de estas 19 
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(56%) presentaron únicamente infección con VPH 58 mientras las restantes 15 (44%) 

presentaron infección con VPH 58 y otros tipos de VPH. 

Hay que aclarar que la determinación de la infección por VPH como la identificación de las 

variantes en las muestras pertenecientes al seguimiento se desarrolló sin conocer la relación 

que existía entre las muestras y las mujeres a las que pertenecían. Al terminar la 

determinación de las variantes en las muestras, estos datos fueron anexados a la base de 

datos de la cohorte para la realización de los análisis de persistencia . 

Este análisis permitió determinar que de 7(20,5%) de las 34 mujeres solo se tiene información 

de la primera visita, ya que posterior a esta visita no existe mas información ni muestras de 

estas mujeres. El analisis de variantes de estas 7 muestras mostró que en 6 muestras se 

pudieron detectar la presencia de variantes, de las 27 mujeres restantes se obtuvo 

información de la presencia de variantes en 21, las cuales fueron seguidas en un rango 

comprendido entre 1 y 7 años con un promedio de 6.8 visitas (rango entre 2 y 12 visitas). En 

las mujeres que solo presentaron una visita no se pudo determinar persistencia y eliminación 

de la infección al no poseerse mas datos. 

De las 34 mujeres positivas para VPH 58 se obtuvo un total de 176 exfoliaciones cervicales, 

incluidas las pertenecientes a la línea de base, estas muestras fueron sometidas a la prueba de 

tipificación de VPH y se determinó que 54 muestras que corresponde al 30,68% (54 de 176) 

fueron positivas para VPH 58, de estas se pudo obtener información sobre variantes de ambos 

ORF en 45 de las 54 (83,3%) muestras, en las restantes 9 (16,6%) no se pudo determinar las 

variantes presentes debido a la no amplificación de alguno o ambos ORFs por lo que se 

consideraron no informativas. En la figura No 11 se resume la información de las mujeres 

prevalentes. 
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Figura No 11 Descripción mujeres con infecciones prevalentes en la cohorte de Bogota. 
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El cuadro en color azul palido indica el numero de mujeres con infecciones prevalentes para VPH58 con citologia 
normal pertenecientes a la cohorte de Bogota, se indican el numero de mujeres que tuvieron o no seguimiento, 
luego las mujeres con variantes informativas y no informativas en cada grupo y luego el número de muestras 
negativas y positivas por grupo. Las mujeres y muestras donde se obtuvo informacion sobre las variantes de 
E6/E7 de VPH58 se destacan en los cuadros de color turquesa. 
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4.4.1.1 Frecuencia de variantes en las mujeres con infecciones prevalentes en la línea de 

base 

De las 34 mujeres con infecciones prevalentes pertenecientes a la línea de base se logró 

obtener información de variantes en 27 muestras del mismo número de mujeres. Todas las 

muestras presentaron infección únicamente con una variante, ninguna presentó infección 

múltiple ni tampoco se observó en ninguna la secuencia referencia del E6/E7 VPH58. Un total 

de 5 variantes diferentes se observaron en las muestras pertenecientes a la línea de base, la 

variante de VPH 58 que presentó la mayor frecuencia fue la T307 / A694/G744/ A761 con una 

frecuencia del 77,8% (21 de 27), T307/T632/G744/A760 con una frecuencia de 11,1% (3 de 

27), y las tres ultimas variantes T307/G744, A169/T307 / A694/G744/ A761 Y 

T307/A694/G744/A761/G763 tuvieron una frecuencia de 3,7% (1 de 27) cada una de ellas. Las 

variantes reportadas corresponden a las mismas variantes descritas en el ensayo de desarrollo 

y validación del Reverse Une Blot, ya que corresponde al mismo grupo de muestras (ver Tabla 

No 9 Y Figura 12). 

Figura No 12. Frecuencia de variantes presentes en las muestras prevalentes pertenecientes 

a la linea de base. 
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Comparación de la frecuencia de variantes las mujeres prevalentes de la linea de base. 
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4.4.1.2 Frecuencia de variantes en las mujeres con infecciones prevalentes durante el 

seguimiento. 

De las 27 mujeres con más de un seguimiento, un grupo de 19 mujeres fueron VPH58 positivas 

únicamente durante la primera visita . De estas se pudo obtener información de variantes en 

14 mujeres (9 mujeres T307/A694/G744/A761, 3 mujeres (632T T744G G760A, 1 mujer 

n07/G744, 1 mujer AI69/A599/A694/G744/A761) y en las restantes cinco mujeres no se 

pudo obtener información de la variante . Del grupo de 8 mujeres que fueron VPH 58 positivas 

en más de una visita, se observó que en siete de ellas se obtuvo información de variante de 

VPH58. La variante infectante en estas mujeres fue la T307/A694/G744/A761 (25 muestras). 

En la mujer restante que corresponde a tres muestras (una de la línea de base y dos de 

seguimiento) no se pudo determinar la variante infectante en ninguna de las muestras. 

4.4.2 MUJERES CON INFECCIONES INCIDENTES CON VPH 58. 

La incidencia (detección de una nueva infección durante el seguimiento) se determinó como 

la mitad del intervalo de tiempo entre la última visita con resultado negativo para VPH 58 y la 

primera visita positiva para la infección. Para determinar la incidencia de infecciones se incluyó 

en el análisis un total de 1610 mujeres, las cuales en el momento del ingreso a la cohorte 

presentaron un resultado citológico normal y fueron negativas para la infección. Un total de 71 

mujeres presentaron en algún momento del seguimiento un resultado positivo para la 

infección con VPH58, la edad promedio para estas mujeres fue de 33.66 años (rango de edad 

entre 16,03 y 67,72), el tiempo de seguimiento fue de 1 a 7 años con un total de visitas entre 2 

y 12 (promedio de 8,75 visitas) . 

4.4.2.1 Seguimiento de las mujeres con infección incidente. 

Los análisis de las mujeres incidentes se realizaron de igual forma que con las mujeres 

prevalentes sin conocer la relación de cada muestra con la paciente y su historia clínica. 
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Obtenidos los resultados se consignaron dentro de las bases de datos para realizar los análisis 

de incidencia y persistencia de la infección. 

Un total de 71 mujeres incluidas en el estudio presentaron infecciones incidentes durante el 

seguimiento, que corresponde a 639 exfoliaciones cervicales. El 18,39% (117 de 639) fueron 

positivas para la infección por VPH 58, y fueron sometidas a la detección de variantes de E6/E7 

VPH58. En 17 muestras no fue posible determinar la variante, lo que corresponde al 14,5%, en 

las 100 muestras restantes que corresponden al 85,47% se pudo determinar la variante 

presente en cada muestra . Ninguna de las muestras presentó infección con mas un de tipo de 

variante de E6/E7 VPH58. La figura No 13 describe la información general del seguimiento de 

las mujeres con infecciones incidentes, indicando el número de mujeres de las que se obtuvo 

información de las variantes de E6/E7 VPH58, la cantidad de muestra por grupo de mujeres y 

las muestras positivas y negativas para VPH 58 por grupo. 

De las 71 mujeres con infecciones incidentes 50 mujeres fueron positivas para la infección por 

VPH58 solo en una visita, 10 de estas fueron positivas en la última visita obteniendo 

información de variantes en 9 de ellas. Al no poseerse datos posteriores estas muestras fueron 

excluidas en los análisis de la eliminación de la infección. En las otras 40 mujeres que poseían 

una sola visita positiva para VPH 58 diferente a la última, se pudo obtener información sobre 

variantes de E6/E7 VPH58 en 26 mujeres, en las 14 restantes no se consiguió la información 

sobre la variante infectante al no conseguirse la amplificación de alguno o ambos ORF 

mediante peRo En las restantes 21 mujeres (21 de 71) que pertenecen al grupo de infecciones 

incidentes que presentaron más de una muestra positiva para VPH 58 durante el seguimiento 

se les pudo determinar la variante infectante (65 muestras) y únicamente en dos muestras no 

se obtuvo información sobre la variante infectante en este grupo (una muestra por mujer). 
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4.4.2.2 Frecuencia de variantes de E6/E7 VPH58 con infecciones incidentes en la cohorte de 

Bogota. 

De las 71 mujeres con infecciones incidentes se logró obtener información de variantes de 

E6/E7 VPH58 en 100 de las 117 muestras positivas para VPH 58 (85,47%) . Se identificaron un 

total de 3 variantes, la variante T307/A694/G744/A761 fue la de mayor frecuencia con el 88%, 

seguido por la variante T307/G744 con el 8% y finalmente la variante T187 /T307 / A367 /G744/ 

G793/T798/ A80l/T840/C852 con el 4%, ninguna de las muestras analizadas durante el 

seguimiento presentó infecciones con mas de una variante para VPH58. Tabla No 10. 

Tabla No 10. Variantes E6/E7 VPH58 de mujeres incidentes de la Cohorte de Bogota. 
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Variantes moleculares de los ORF E6/El de VPH determinadas por la técnica de RLB en las muestras de 
infecciones incidentes. Se incluye las diferentes posiciones donde se han reportado cambios de nucleótidos de 
estos ORF. HPV 58R: secuencia referencia, las letras en minúscula nos indican cambio de nucleótido que no 
llevan a cambio de aminoácido, las letras en mayúscula son cambios de nucleótidos que llevan a cambio de 
aminoácidos. En los cambios de aminoácidos la primera letra indican el aminoácido de VPH 58R, la segunda letra 
indica el aminoácido del cambio, en referencia incluyen los reportes donde se han reportado las secuencias 
encontradas, N/A (no amplifica) . 
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40 muj eres positivas 
solo en una visita 

(diferente a la ulti ma) 

50 mujeres 
positivas en solo 

1 visi ta del 
seguimi ento 

21 muj eres con mas 
de una visita positiva 

Figura No 13. Infecciones Incidentes con VPH 58 en la Cohorte. 

2&.IIIUJ,erSlrtf'0F .. 1d6,. 
d. writIIIte 

14 muj eres variantes 
no informativas 

139 muestras 

• m.".es.r6J...oí.de 
vlll'lan~ 

10 mujeres 
positivas solo en la 

ulti ma visita 

1 muj er variante no 
informativa 

67 VPH58 
pOSitivas 

198 ~ n egativas 

14 ~ positivas sin 
información de variante 

125 ~ negativas 

67 ~ negativas 

1 ~ positiva 

3 ~ negativas 

2 muestras Sin 
informad ón de 

v ariante 

129 VPH58 
negativas 

El cuadro en color azul palido indica el numero de mujeres con infecciones incidentes para VPHS8 con citologia normal pertenecientes a la cohorte de Bogota, 
se indican el numero de mujeres por grupo, luego las mujeres con variantes informativas y no informativas en cada grupo y luego el numero de muestras 
negativas y positivas por grupo, las mujeres y muestras donde se obtuvo informacion sobre las variantes de E6/El de VPHS8 se destacan en los cuadros de 
color turquesa . 
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4.5 ANÁLISIS DE LA CARGA VIRAL. 

Para el análisis de la carga viral se determinó que cargas virales inferiores a 0,5 son cargas 

virales bajas entre 0,6 y 1,5 carga viral media y mayor a 1,5 carga viral alta. 

4.5.1 Carga viral en mujeres con infecciones prevalentes 

El análisis de la carga viral de las 54 muestras positivas para VPH58 que se recolectaron de las 

mujeres con infecciones prevalentes (mujeres de línea base y seguimiento) mostró que el 

20,37% (11 de 54) presentaron carga viral baja, el 25 .92% (14 de 54 muestras) mostraron 

carga viral media y el 53,70% (29 de 54 muestras) carga viral alta . 

El análisis de la carga viral en las 27 mujeres a las que se les pudo detectar variantes (45 

muestras) mostró que la variante T307/A694/G744/A761 fue la más prevalente tanto en el 

grupo de las mujeres con carga viral baja, la cual se presentó en el 100% (8 de 8) de las 

muestras, como en el grupo de carga viral media y alta, la cual se presentó en el 84,61% (11 de 

13) y en el 83,13% (20 de 24) de las muestras respectivamente . La tabla No 11 presenta la 

prevalencia de las variantes detectadas de acuerdo a las diferentes cargas virales. 

En las nueve muestras que no se obtuvo información de la variante infectante debido a que no 

se pudo amplificar los ORF E6/E7 el 20,37% (3 de 9) presenta carga viral baja, el 11,11% (1 de 

9) presentan carga viral media y el 55,55% (5 de 9) presentaron carga viral alta . 

Tabla No 11. Carga viral por variante en infecciones prevalentes 

CARGA VIRAL 

VARIANTE BAJA MEDIA ALTA 

T307/ A694/ G744/ A761 100% (8 de8) 84 ,61% (11 de 13) 83,13% (20 de 24) 

T307/T632/ G744/ A760 7,69% (1 de 13) 8,33% (2 de 24) 

A169/T307/ AS99/ G744/ A7 61 4,16% (1 de 24) 

T307/ G744 4,16% (1 de 24) 

T307/ A694/ G744/ A761 / G763 7,69% (1 de 13) 

Tabla No 11. Porcentaje de variantes presentes en las muestras de las mujeres con infecciones prevalentes 

agru p-i-adas según la carga viral. Carga viral Baja : 0.1 a 0.5, media 0.6 a 1.5 carga viral alta mayor a 1,5. 

59 



4.5.2 Carga viral en mujeres con infecciones incidentes 

El análisis de la carga viral de las 117 muestras positivas para VPH58 que se recolectaron de las 

mujeres con infecciones incidentes mostró que el 22,22% (26 de 117) presentaron carga viral 

baja, el 15,38% (18 de 117 muestras) presentaron carga viral media y el 62,39% (73 de 117 

muestras) presentan carga viral alta. El análisis de la carga viral de las 56 mujeres en las que se 

les pudo detectar variantes (100 muestras) mostró que la variante T307/A694/G744/A761 

también fue la más prevalente en los diferentes grupos de carga viral ; se presentó en el 

83 .33% (15 de 18) de las muestras con carga viral baja, en el 75% (9 de 12) de carga viral 

media y en el 91,42% (64 de 70) de las muestras con carga viral alta. La tabla No 12 presenta 

la prevalencia de las variantes detectadas de acuerdo a las diferentes cargas virales. 

En las 17 muestras que no se obtuvo información de la variante infectante debido a que no se 

pudo amplificar los ORF E6/E7 el 47% (8 de 17) presenta carga viral baja, el 35,29% (6 de 17) 

presentan carga viral media y el 17,64% (3 de 17) presentaron carga viral alta. 

Tabla No 12. Carga viral por variantes en infecciones incidentes 

CARGA VIRAL 

VARIANTE BAJA MEDIA ALTA 

T307/ A694/G 744/ A761 83,33% (15de 18) 75% (9 de 12) 91,42% (64 de 70) 

T187!T307/A367/G744/G793!T798/A801!T840/C852 16,66% (3 de 18) 25% (3 de 12) 4,28% (3 de 70) 

T307/ G744 4,28% (3 de 70) 

Tabla No 12. Porcentaje de variantes presentes en las muestras de las mujeres con infecciones Incidentes 

agrupadas según la carga viral. Carga viral Baja: 0.1 a 0.5, media 0.6 a 1.5 carga viral alta mayor a 1,5. 

4.6 ANÁLISIS DE LA ELIMINACiÓN DE LA INFECCiÓN CON VPH 58 EN LAS MUJERES DE LA 

COHORTE DE BOGOTA. 

Para los análisis de eliminación se realizaron curvas de Kaplan Meier, estas describen la 

probabilidad de eliminación de una infección en función del tiempo . Estas curvas se realizaron 

primero teniendo en cuenta solo la infección con el VPH 58 es decir sin incluir la información 
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obtenida en el estudio sobre variantes, el segundo análisis se realizó teniendo en cuenta la 

información obtenida de las variantes presentes en las muestras. Los resultados se presentan 

en términos de proporción de persistencia y el tiempo en meses. El tiempo cero del cual parte 

la gráfica es equivalente al momento en el cual se detectó la infección para el grupo de la 

mujeres prevalentes (fecha de la primera visita) y en el grupo de mujeres incidentes equivale a 

la mitad del intervalo de tiempo transcurrido entre la última visita en la que cada una de las 

mujeres obtuvo resultado negativo para la detección del ADN del VPH 58 y la primera visita en 

la que se detectó la presencia de la infección con VPH 58. La eliminación se determinó para 

este estudio como la mitad del intervalo de tiempo trascurrido entre la última visita en la cual 

se detectó la presencia del VPH 58 y la visita inmediatamente posterior en la cual no se 

detectó el ADN del VPH 58. 

4.6.1 Análisis de la eliminación de la infección en las mujeres con infección prevalente e 

incidente con el VPH58 pertenecientes a la cohorte de Bogota. 

Al estimar la eliminación de la infección de forma independiente de las variantes moleculares 

de E6/E7 VPH58 determinadas en el estudio se excluyeron de estos análisis las mujeres con 

infecciones prevalentes de las cuales solo se tenía información de una visita positiva y no se 

poseían mas datos de visitas (7 mujeres) . Las 27 mujeres restantes fueron incluidas en el 

análisis. El mismo procedimiento se realizó con las mujeres con infecciones incidentes que 

presentaban la ultima visita positiva para la infección (10 mujeres), las restantes 65 mujeres 

fueron incluidas en el análisis de eliminación de la infección. La Figura No 14 presenta los 

resultados consignados de este análisis, observamos que más del 80% de las mujeres habían 

eliminado la infección con VPH 58 a los 2 años. La comparación entre los datos obtenidos de 

ambos grupos mostró una media similar de 15,8 meses, al realizar el test de Lag Rank no se 

observó una diferencia significativa entre los grupos (p= 0,854), 
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Figura No 14. Eliminación de la infección en las mujeres con infección prevalente e incidente 

con el VPHS8 pertenecientes a la cohorte de Bogota. 
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Figura No 14. Estimación de la persistencia y eliminación de la infección con VPH58 en mujeres de la cohorte de 

Bogota con Infecciones prevalentes e incidentes, se representa en el eje X el tiempo de eliminación dado en 

meses y en le eje Y la proporción de persistencia de la infección. Grafica de Kaplan Meier se modela con las 

variables del tipo de infección . 

4.6.2 Análisis de la eliminación o persistencia de la infección en las mujeres con infección 

prevalente o incidente con variantes de E6/E7 VPHS8 pertenecientes a la cohorte de Bogota. 

El siguiente análisis se realizó teniendo como variables a modelar el tiempo de eliminación de 

la infección con las variantes de E6/E7 VPH58, para estos análisis se excluyeron las mujeres 

que no poseen resultado de variantes informativas y las mujeres de las que no se posee los 

tiempos de eliminación de la infección como en el punto anterior. 

De las 103 mujeres con infecciones incidentes y prevalentes el tipo de variante solo se pudo 

determinar en 89 casos y de estos casos los que poseen variantes documentadas 

completamente en el tiempo corresponde a 66 casos (74,15%). Las mujeres restantes 

corresponden a las infecciones prevalentes de las cuales solo se tiene información de una 
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visita positiva y no se poseen mas datos de visitas, las infeccíones incidentes de las cuales 

fueron positivas únicamente en la ultima visita y finalmente los casos en los que las variantes 

no fueron informativas. En la Tabla No 13 se resume la información de las variantes 

documentadas en el tiempo, se observa que de la variante T307/A694/G744/A761/G763 no se 

posee información del tiempo de eliminación y por tanto fue excluida de los análisis de 

eliminación de las variantes E6/E7 VPH58. 

El tiempo de eliminación de la infección de las variantes E6/E7 VPH58 sin tener en cuenta el 

tipo de infección (prevalente o incidente) se modeló usando el método de Kaplan Meier. En la 

Figura No 15, la variante T307/A694/G744/A761 obtuvo una media de eliminación de 17,59 

meses, la variante T307/G744 de 16 meses, la variante T307/T362/G744/A760 de 15,78, la 

variante T187 /T307 / A367 /G744/G793/T798/ A801/T840/C852 de 17,9 meses y finalmente la 

variante A169/T307 / A599/ A694/G744/ A761 de 3,46, meses. Se observa en la grafica que la 

mayoría de las infecciones con todas las variantes se han eliminado en mas de un 75% antes 

de los 2 años, al realizar el test de Log Rank no se observó una diferencia significativa entre los 

grupos (p= 7,25) . 

Tabla No 13. Variantes E6/E7 VPH58 documentadas 

Variantes VPH 58 documentadas Variantes VPH 58 documentadas con tiempo 

Variante No % Variante No " 007T G694A T744G G76lA 75 84,3 007T G694A T744G G761A 55 83,30 

007T T744G 6 6,7 oon T744G 4 6110 

007T 062T T744G G760A 3 3,4 007T 062T T744G G760A 3 4150 

C187T oon 067A T744G A79,G C798T C80lA C840T T852C 3 314 C187T 007T C367A T744G A793G C798T (801A (840T T85LC 3 4,50 

007T G694A T744G G76lA A763G 1 1,1 Gl69A C307T G599A G694A T744G G761A 1 1,50 

G169A C30n G599A G694A T744G G761A 1 1) total 66 

Total 89 

Casos de los cuales se posee información completa de las variantes documentadas (izquierda) y casos de las 
variantes de las cuales se encuentran documentas en el tiempo (derecha), se indican el número de casos (No) y el 
porcentaje que representa cada variante en los casos con información completa de variantes y en los casos con 
información documentadas en el tiempo. 
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Figura No 15. Eliminación de las variantes moleculares de E6/E7 VPH 58 de mujeres 

infectadas por VPH58 pertenecientes a la cohorte de Bogota. 
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Figura No 15. Estimación de la persistencia y eliminación de la infección con variantes de E6/E7 VPH58 en 

mujeres de la cohorte de Bogota con Infecciones prevalentes e incidentes, se representa en el eje X el tiempo de 

eliminación dado en meses y en le eje Y la proporción de persistencia de la infección. Grafica de Kaplan Meier se 

modela con las variables del tipo de variante E6/E7 VPH58. 

Tanto en el grupo de infecciones prevalentes como incidentes en los análisis de eliminación de 

las variantes de E6/E7 VPH58 no se determinó ninguna diferencia significativa al realizar el test 

de lag rank. Sin embargo la información que se tiene con el análisis de infecciones incidentes 

es mas puro y real debido a que se conoce exactamente el tiempo de origen de la infección. En 

la Figura No 16 se presenta la grafica de Kaplan Meier para las infecciones incidentes donde 

observamos de forma similar a la grafica número 15 que mas del 70% de las infecciones se han 

eliminado antes de los 2 años, para la variante T307/A694/G744/A761 menos del 5% de las 

infecciones persisten después de 40 meses y su media de eliminación en infecciones 

incidentes fue de 16,65 meses (menos de un mes diferencia con la media de la figura No 15) 

para la variante T307/G744 de 16,76 meses y de la variante 
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T187/T307/A367/G744/G793/T798/A801/T840/C852 de 17.9 meses. Con el test de Lag Rank 

no se observó una diferencia significativa (p= 0,98) . 

Figura No 16. Eliminación de las variantes moleculares de E6/E7 VPH 58 de mujeres con 

infecciones incidentes pertenecientes a la cohorte de Bogota. 

10 

tll 08 
'ü 
e 
~ 
VI 

.~ 06 
C1I 
Q. 

e 
'o 04 
'ü 
(; 
Q. 
o 
Q: 02 

00 

000 1000 2000 3000 4000 

Tiempo (meses) 

-, 

5000 

Variantes VPH 58 

J T307/A694/G744/A761 

-" T307/G744 

T1S7/T307/A367/G744/G793/T79S/AS01/TS40/CS52 

Estimación de la persistencia y eliminación de la infección con variantes de E6/E7 VPH58 en mujeres de la cohorte 

de Bogota con Infecciones incidentes, se representa en el eje X el tiempo de eliminación dado en meses y en le 

eje y la proporción de persistencia de la infección. Grafica de Kaplan Meier se modela con las variables del tipo de 

variantes E6/E7 VPH58 en infecciones incidentes. 

4.7 FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA ELIMINACiÓN DE LA INFECCiÓN CON EL VPH58 

EN LAS MUJERES CON INFECCIOES INCIDENTES DE LA COHORTE DE BOGOTA, COLOMBIA. 

Se utilizó el modelo de regresión de Cox para estimar los riesgos relativos (RR) y los intervalos 

de confianza (le) en la eliminación de la infección con VPH 58 de acuerdo a diferentes factores 

como la edad, carga viral, infección con un solo tipo viral o varios tipos virales, edad de inicio 

de relaciones sexuales, uso de anticonceptivos orales, paridad, y la infección con variantes de 
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E6/E7 VPH 58 en el grupo de mujeres con infecciones incidentes. Variables relacionadas con la 

probabiidad de elimiación se incluyron en un modelo de eox multivariado Tabla No 14. 

El análisis de eliminación en el modelo multivariado mediante regresión de eox mostró que las 

mujeres que iniciaron relaciones sexuales despues de los 15 años tiene una tasa de 

eliminación mas baja (RR= 0.29 le 95% 0,09 Y 0,95) que las mujeres que inician antes de los 15 

años. Al analizar el factor de paridad las mujeres que han tenido un hijo o mas tienen una 

mayor tasa de eliminación (RR= 3,43 le 95% 1.23 Y 9.60) 

Tabla No 14. Análisis multivariado de Cox en las mujeres con infecciones incidentes y 

factores asociados con la eliminación de la infección. 

Factor No % RR IC 95% 

Edad 
<. 30 años 30 35.3 1,00 

"- 30 arios 55 64,7 0,78 0,35 1,73 

Edad 1" S 15 años 15 23,1 1,00 

relacion > 15 ar10s 50 76,9 0,29 0,09 0,92 

Paridad 
Ninguno 11 16,9 1.00 

?l hij o 54 83,1 3,43 1,23 9,60 

Uso AO 
Nunca 48 75 1,00 

Alguna vez 16 15 0,63 o,n 1.47 

Tipo Simple 52 62.7 1.00 

infección Múltiple 31 37 ,3 0,72 0,32 1,62 

Baja <. 0,5 lO 24,1 1,00 

Carga Vira l 
Media "- 0,5 a ': 

1,5 18 l1.7 2,58 0,78 8,52 

Alta "-1 ,5 45 54,2 1,67 0,71 3,93 

0 07T G694A 

T744G G761A 54 87,10 1,00 

007TT744G S 8,10 0,54 0,12 2,39 

Variante 
C187T C307T 

C367A T744G 
VPH 58 

A793G C798T 

CB01A C840T 

T852C 2 3,20 0,77 0,15 3,94 
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5. DISCUSiÓN. 

5.1 AMPLIFICACiÓN POR PCR DE LOS ORFs E7 Y E7 DE VPH 58 

En la literatura existen reportes de iniciadores usados para amplificar el ORF E6 Y el ORF E7 del 

VPH 58, los cuales han sido desarrollados por Xin et al 2001(17), Chan et al 2002(81) y Calleja

Macias et al 2005(93) . Análisis detallados de estos iniciadores mostraron que algunos 

formaron estructuras secundarias o presentaban un alto grado de similitud con otros tipos de 

VPH especialmente de la familia Alfa 9 a la cual pertenece el VPH 58. Por esta razón se 

elaboraron y validaron nuevos iniciadores en el laboratorio, los cuales fueron utilizados en 

este trabajo; para el ORF E6 se diseñaron los iniciadores: E6F1, E6R4, E7F5, E7R1, E7R10, 

E7F10 y para el ORF E7 se diseñaron los iniciadores: E7F10 y E7R10. Adicionalmente se 

utilizaron los iniciadores (E7P1 y E7 P2) utilizados por Chan P 2002 en su trabajo . 

Los resultados que se obtuvieron en las pruebas de sensibilidad y especificidad demostraron 

un alto nivel de detección y especificidad en la amplificación de ambos ORFs de VPH 58 para 

las seis PCRs desarrolladas en este trabajo. Sin embargo se observó que un grupo de muestras 

no presentaron amplificación para el ORF E6 y/o el ORF E7 Y por tanto no se pudo determinar 

la variante infectante en estas muestras, provenientes de mujeres con infecciones prevalentes 

como incidentes, y en las cuales se les había detectado con anterioridad la presencia del ADN 

del VPH58. Dentro de las razones que pudieron influir en este resultado encontramos el hecho 

de que la técnica utilizada para la detección y tipificación del VPH (PCR-EIA y RLB) utiliza un 

amplimero del ORF L1 de un tamaño de 145pb(5) mientras que los fragmentos amplificados 

en las PCRs en el trabajo fueron de 521pb, 293pp Y 301pb para el ORF E6 Y de 335pb, 222pb Y 

216pb para el ORF E7 por lo que las eficiencias de las PCRs pudo ser mucho menor(94). Otra 

posible explicación se debe a que las muestras utilizadas pueden tener procesos de 

degradación o fragmentación del ADN viral como una consecuencia de la manipulación y los 
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periodos de congelamiento y descongelamiento debido a que previamente habían sido 

utilizadas para la detección y tipificación del VPH, para la PCR para ~-globina y ensayos para la 

determinación de la carga viral. Además de acuerdo a los ensayos realizados para la 

determinación de la carga viral se pudo observar que la mayoría de las muestras en las que no 

se pudo realizar la amplificación presentan una carga viral baja lo que concuerda con la 

observación del trabajo de Van den Brule 1990, donde se afirma que al utilizar cepillados 

cervicales se puede afectar la eficiencia de la PCR ya que la cantidad de ADN viral puede ser 

baja dependiendo del numero de células infectadas que se pueden recolectar en el cepillado 

cervical(94). Wu En-qi 2009 sugiere que en algunos casos la baja carga viral dificulta la 

detección de algunos fragmentos de su genoma. Finalmente es posible que algunos 

fragmentos del ADN viral presenten integración o exista disrupción y perdida de fragmentos 

del genoma viral(95). 

En cada ensayo se utilizaron controles positivos y negativos para validar cada PCR realizada, y 

el desarrollo de diferentes PCRs para amplificar los dos ORFs evidenciaron que la falta de 

amplificación se debió a un factor intrínseco de la muestra. 

5.2 DETECCiÓN E IDENTIFICACiÓN DE LAS VARIANTES MOLECULARES DE LOS ORFs E6/E7 

VPH 58. 

Para la determinación de variantes moleculares existen gran cantidad de técnicas las cuales en 

muchos casos son dispendiosas, requieren de gran cantidad de tiempo, son costosas en su 

ejecución y necesitan de equipo especializado como ocurre con la técnica de secuencia 

automática . Para la detección de variantes en los VPH 16 se han descrito técnicas basadas en el 

principio de hibridación en los cuales se utilizan amplimeros obtenidos por PCR y oligosondas 

acopladas a membrana, sin embargo en estas técnicas es limitado el número de muestras que 

se pueden analizar en el mismo ensayo, así como el número de variantes que se pueden 

identificar en el mismo(96) . Para el análisis de variantes del VPH 58 no se han descrito técnicas 

de hibridación, por lo que se necesita del desarrollo de técnicas altamente efectivas, de fácil 
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implementación, que permitan el análisis de un alto volumen de muestras por ensayo y de 

costos no muy elevados. 

El método de RLB desarrollado en este trabajo no solo permite la determinación de variantes 

de 44 muestras en un solo ensayo sino además de todas las variantes moleculares descritas 

para los ORF E6/E7 VPH58 descritas hasta el momento en la literatura. En el ensayo de RLB las 

sondas están pareadas es decir se encuentra un control y un mutante, la hibridación se 

presenta exclusivamente en una de las dos sondas y depende de la configuración de los 

nucleótidos en la muestra, de esta forma se establece si existen cambios para esa posición o si 

se comporta como la referencia . Cuando no se presenta hibridación en ninguna de las dos 

sondas se determina de forma indirecta la presencia de una mutación adicional a las 

registradas. En este trabajo ninguna de las muestras del estudio presentó patrones de 

hibridación atípicos. El ensayo posee la ventaja que las membranas pueden ser sometidas a un 

proceso de lavado lo que permite la reutilización de la membrana para nuevos ensayos sin que 

exista perdida de la capacidad de hibridación en la membrana . 

La técnica de secuencia automática fue utilizada para la validación de la técnica de RLB y se 

desarrolló primero con las muestras correspondientes a la línea de base, esta técnica permitió 

identificar dos cambios de nucleótidos A169 y G763 de los cuales no existen reportes a la 

fecha y que pudieron ser incluidos en el desarrollo de las sondas para el ensayo de RLB. Los 

ensayos de validación, se determinaron a partir de un análisis de concordancia (valores 

Kappa), tomando como base los resultados obtenidos con RLB y secuencia automática, con los 

que se obtuvo un coeficiente de 1 (100%) de concordancia entre las técnicas. Este resultado es 

sobresaliente pues demuestra la eficiencia y confiabilidad del Reverse Une Blot como método 

de detección de variantes moleculares. 

5.3 VARIANTES MOLECULARES DE LOS ORF E6/E7 VPH58 PRESENTES EN LAS MUJERES CON 

CITOLOGíA NORMAL PERTENECIENTES A LA COHORTE DE BOGOTA COLOMBIA. 

Para el virus del papiloma humano tipo 58 los estudios sobre variantes son pocos y se centran 
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principalmente en poblaciones asiáticas donde se ha reportado una alta frecuencia de 

infecciones por este tipo viral. Actualmente existen solamente cuatro estudios publicados 

donde se analizan variantes de los ORFs E6 y E7 del VPH58 y fueron realizados en poblaciones 

asiáticas y en términos generales incluyen análisis de mujeres diagnosticadas con algún grado 

de lesión ó cáncer cervical. Además, únicamente los trabajos de Chan P. 2002 Y Wu En-qi 2009 

reportan variantes para ambos ORFs(81;95). En Latinoamérica solamente existe un reporte de 

casos para el ORF L1 en una muestra de Brasil(97) proveniente de una neoplasia y no hay 

ningun estudio de seguimiento en el que se haya evaluado el papel de las variates moleculares 

en relación a la persistencia de la infección. Tomando en cuenta que este tipo viral es 

considerado de alto riesgo para la progresión a cáncer cervical, la poca información existente a 

nivel mundial, la ausencia de estudios para Suramérica donde este tipo viral ocupa una alta 

frecuencia en mujeres positivas para VPH, los resultados presentados en este trabajo 

confieren un gran valor para el conocimiento de las variantes moleculares debido a su 

importancia como posibles agentes relacionados con la expresión de las oncoproteinas E6 y 

E7. 

Al analizar la frecuencia de las variantes observadas en las mujeres prevalentes como 

incidentes se pudo determinar que la variante T307 / A694/G744/ A761 fue la de mayor 

frecuencia en ambos grupos con el 77% y 85,47% respectivamente. La alta frecuencia de esta 

variante en nuestro estudio se correlaciona con el estudio de Chan et al, 2002, en donde esta 

misma variante también se presentó con la mayor frecuencia. Las frecuencias restantes en las 

infecciones prevalentes corresponden a las variantes T307/T632/G744/A760 con el 11,1%, 

T307/G744, T307/A694/G744/A761/G763 Y A169/T307/ A599/A694/G744/A761 con el 3,7% 

cada una (Figura No. 14). T307 /T632/G744/ A760 se encuentra como la segunda variante más 

frecuente y de acuerdo con Chan et al., 2002 y Wu et al., 2009 puede ser asociada con el 

riesgo de progresión hacia cáncer cervical, por lo cual reviste gran importancia su detección 

dentro de la población. Aunque este trabajo se realizó en mujeres con citología normal se 

resalta la presencia de esta variante ya que puede llegar a ser un factor de riesgo. 

Comparando las frecuencias obtenidas en las mujeres con infecciones prevalentes con los 

70 



resultados obtenidos en el trabajo de Chan P., et al 2002, las dos variantes de mayor 

frecuencia en infecciones prevalentes corresponde también a las de mayor frecuencia 

reportadas por Chan P, podemos establecer que el comportamiento que presenta las variantes 

de los ORFs E6/E7 VPH58 en la población China (provincia de Cantón) y Colombiana (Bogotá) 

responden a un patrón muy similar. 

La frecuencias de los casos de mujeres con infecciones incidentes fueron similares a las 

frecuencias observadas para los casos de infecciones prevalentes, la variante 

T307/A694/G744/A761 es la de mayor frecuencia con el 88% seguida de la variante 

T307/G744 con e19% y finalmente la variante T187/T307/A367/G744/G793/T798/A801/T840/ 

C852 con el 3% estas variantes presentan un comportamiento similar de frecuencia que en los 

trabajos desarrollados por Chan P. et al. 2002 y Wu En-qi 2009(81;95). 

En ninguna de las muestras analizadas en ambos grupos se obtuvo la secuencia del VPH58 que 

se utiliza como referencia en estos estudios (Gen Bank no. D90400), lo que se correlaciona con 

la baja frecuencia del VPH 58 referencia en los estudios desarrollados en las poblaciones 

asiáticas, (17;81;93;95). Esto podría sugerir la reevaluación de esta secuencia como el 

prototipo de VPH 58 dada su baja frecuencia en las poblaciones estudiadas. Sin embargo 

hacen falta un mayor número de estudios en diferentes poblaciones para poder determinar 

esta sugerencia . 

Es importante resaltar que de acuerdo con los trabajos existentes a nivel mundial sobre 

variantes moleculares del VPH58 en los marcos abiertos de lectura de E6 y E7, las variantes 

T307 / A694/G744/ A761/G763 Y A169/T307 / A599/ A694/G744/ A761 no han sido reportadas 

con anterioridad, lo cual da gran relevancia al trabajo pues se establece la presencia de dos 

nuevas variantes a nivel mundial para estas regiones del VPH58. Adicionalmente el cambio de 

nucleótido A763G genera cambio en la secuencia de aminoácidos T64A de E7 . 
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Se detectaron un total de 15 cambios de nucleótidos en las seis variantes encontradas en las 

mujeres de la cohorte, de los cuales tres se localizan en el ORF E6 Y las restantes en el ORF E7. 

La mayor frecuencia de mutaciones son los cambios T307 en el ORF E6 Y G744 en el ORF E7 

que se encuentran en la totalidad de las muestras analizadas, los cambios que siguen en 

frecuencia son A694 y A761 en el 84.5% de las muestras, luego los cambios T632/A760, 

T187/A367/G793/T798/A801/T840/C852 cada uno en tres muestras lo que corresponde al 

2,11% cada uno y finalmente los cambos A169 y G763 con una muestra cada uno que 

corresponde al 0.70%. Se observó una mayor frecuencia en el número de cambios en el ORF 

E7 comparado con el ORF E6 esto ha sido observado en los estudios realizados en las 

poblaciones asiáticas donde se indica que la mayor variabilidad de nucleótidos en el genoma 

viral del VPH 58 se encuentra en el ORF E7(81;95) . 

Algunos autores consideran que la presencia del mismo tipo viral no significa un fenómeno de 

persistencia de la infección, sino que se puede tratar de una nueva infección con el mismo 

tipo viral, aunque se realice la detección en periodos cortos (77) por lo que la determinación 

de la variante constituye la única manera de realizar la evaluación de persistencia. Los 

resultados obtenidos en este estudio permitió corroborar que todas las infecciones con el 

VPH58 persistentes realmente lo eran, ya que se detectó la misma variante a lo largo de la 

infección. 

En este estudio no se observó ningún caso de coinfección con variantes del VPH 58, lo que se 

correlaciona con los trabajos de las poblaciones asiáticas y en los trabajos sobre variantes del 

VPH 16 donde se reporta una baja frecuencia de coinfecciones con variantes de VPH 16, lo que 

parece indicar que las coinfecciones entre variantes a nivel mundial es muy baja(35;98;99). 

Este aspecto también puede ser explicado en parte por la técnica utilizada ya que 

dependiendo de la cantidad de ADN presente de una variante frente a otra puede favorecerse 

su amplificación por PCR y por tanto su detección. 
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Finalmente y como los aspectos más relevantes del trabajo, se pudo establecer el desarrollo y 

validación de una nueva técnica altamente especifica y sensible para la detección de variantes 

moleculares en los marcos abiertos de lectura de E6 y E7 del VPH58, se identificaron seis 

variantes de las cuales dos son reportadas por primera vez a nivel mundial y se detectaron 

quince mutaciones en las que se identificaron dos que no habían sido reportadas por la 

literatura. 

5.4 CARGA VIRAL 

La estandarización y validación de la técnica PCR Gp5+/Gp6+-EIA como método para la 

estimación semicuantitativa de la carga viral del VPH, se realizó con 118 muestras, las cuales 

fueron sometidas no solo a este método, sino que además fueron analizadas con dos métodos 

cuantitativos basado en tecnología la PCR en tiempo real como son Taqman descrito 

previamente(101) y LightCycler, este se desarrolló para el análisis de las muestras de la 

cohorte, los datos obtenidos por las tres técnicas fueron comparadas y se evaluó la 

concordancia entre las técnicas obteniendo con valores Kappa de 0.61 a 0.69(102) que 

corresponde a un nivel de concordancia alto. Otros estudios también han comparado métodos 

cuantitativos y semi - cuantitativos como técnicas para la determinación de la carga viral en 

muestras citológicas encontrando también una buena correlación entre los resultados 

obtenidos por ambas técnicas(103). En un estudio de seguimiento desarrollado en Estados 

Unidos la carga viral de las muestras se determinó mediante Hybrid Capture 11, una técnica 

también semi - cuantitativa(104). En este trabajo se realizó la determinación semi -

cuantitativa de la carga viral por PCR - EIA, los resultados mostraron altas cargas virales para la 

mayoría de las muestras, sin embargo la categorización en rangos de alta, intermedia y baja 

carga viral fue arbitraria. No obstante esta manera de categorización también ha sido utilizada 

en otros estudios, aunque con valores diferentes dependiendo de la técnica y tipo de muestra 

utilizada, por lo cual estos valores son establecidos por los investigadores(10S). 

Las cargas virales de la mayoria de muestras utilizadas en el estudio corresponden a cargar 

virales altas tanto en el grupo de mujeres con infecciones prevalentes como incidentes. Al 
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realizar la correlación de la carga viral con la variante en la infección no se observaron 

diferencias significativas y no se puede realizar una asociación entre una variante especifica 

con la carga viral. 

Al revisar las cargas virales de las muestras de las cuales no se pudo obtener amplificación se 

observó que la mayoría de estas presentaban cargar virales bajas 46%, cargas intermedias el 

30% y cargas virales altas el 23%, observando los resultados anteriores se puede sugerir que la 

no amplificación en la mayoría de los casos se puede relacionar con las cargas virales bajas y 

en los casos de las cargas virales intermedias y altas puede deberse a causas adicionales como 

conservación y manipulación anterior de las muestras. 

5.5 FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A ELIMINACiÓN DE LA INFECCiÓN CON EL VPH 58. 

El análisis multivarido sobre la eliminación de la infección con los factores asociados se 

realizaron en las mujeres con infecciones incidentes debido a que en las infecciones 

prevalentes se desconoce el tiempo total de la duración de la infección ya que no se sabe la 

fecha real del comienzo de la infección, lo que puede llevar a sesgos en la interpretación de los 

resultados. El análisis mostró que las mujeres que iniciaron relaciones sexuales despues de los 

15 años tienen una tasa de eliminación mas baja que las mujeres que inician antes de los 15 

años mientras que las mujeres que han tenido uno o mas hijos poseen una tasa de eliminación 

mayor que aquellas que no han tenido hijos en el momento de la infección. 
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6. CONCLUSIONES 

Este trabajo constituye un estudio pionero pues se reporta por primera vez datos sobre 

la presencia y persistencia de variantes moleculares en los ORFs E6 y E7 del VPH 58 en 

mujeres con citología normal para la cohorte de Bogotá, Colombia. 

La revisión de la literatura permitió establecer que a la fecha se hanreportado un total 

de 24 variantes para los ORF E6/E7 de VPH 58 que corresponden a dos estudios en 

poblaciones del sur este asiático. 

La técnica de reverse line blot desarrollada y validada en este estudio permite la 

detección e identificación de 20 diferentes variantes para los ORF E6/E7 incluyendo las dos 

variantes encontradas en dos muestras pertenecientes a la línea de base. Esta técnica 

presenta ventajas frente a otros métodos de detección utilizados para el mismo fin tales 

como: facilidad de realización, el bajo costo, cantidad de muestra requerida, número de 

variantes detectadas en un solo ensayo, número de muestras que se pueden procesar en un 

solo ensayo así como la posibilidad de ser aplicado en estudios de tipo epidemiológicos. 

En las muestras analizadas se identificaron en total 6 variantes de las cuales las 

variantes más frecuentes son T307/A694/G744/A761 y T307/T632/G744/A760, esta última es 

importante pues se asocia con el riesgo de progresión hacia cáncer cervical como ha sido 

reportado en poblaciones asiáticas. 

En este trabajo se presenta el reporte de dos nuevas variantes 

(T307/A694/G744/A761/G763 y A169/T307/A599/A694/G744/A761) Y dos nuevas mutaciones 
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(A169 Y G763) lo cual permite aumentar la cifra de cambios y variantes presentes en las 

regiones E6 y E7 del VPH 58 reportadas a nivel mundial. 

La detección de nuevas variantes y la información sobre variantes del VPH 58 es un 

importante recurso para estudios filogenéticos, debido a que existe muy poca información en 

cuanto a la taxonomía y coevolución del virus del papiloma humano tipo 58. 

No se observaron diferencias significativas en los tiempos de eliminación de la 

infección entre las infecciones incidentes y la infección con las diferentes variantes 

infectantes. 

El análisis de la eliminación de la infección por el VPH 58 mostró que las mujeres que 

inician sus relaciones sexuales despues de los 15 años tienen una tasa de eliminación más baja 

que las menores de 15 años, por otra parte el tener uno o más partos aumenta la tasa de 

eliminación de la infección . Finalmente ninguna de las variantes reportadas en este estudio se 

asocia con una menor o mayor tasa de eliminación de la infección. 
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7. PERSPECTIVAS 

Realizar estudios de casos y controles sobre variantes moleculares con mujeres de la 

población colombiana con resultado cito lógico normal, LEIAG y cáncer cervical para observar 

las variantes infectantes en estas poblaciones. 

Validar la técnica de reverse line blot mediante ensayos en otros laboratorios, para 

confirmar su eficiencia en diferentes condiciones. 

Hacer un análisis de variantes moleculares en mujeres provenientes de otras regiones 

del país, para hacer una aproximación más completa del comportamiento de las variantes de 

VPH 58 E6/E7 en la población colombiana . 

Realizar el análisis de variantes en otras regiones del VPH 58 para unificar la 

información acerca de las variantes presentes en el genoma y determinar las variantes 

moleculares en otras regiones como la región E2, importante en la supresión y expresión de 

los oncogenes virales E6 y E7 . 

Realizar ensayos donde se implemente la técnica de RLB para la detección de 

mutaciones puntuales en diferentes genes y en diferentes organismos. 
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