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Resumen

Objetivo: Describir la ATy la infeccion por VPH en el sequimiento de mujeres que pertenecen a la cohorte de Bogot4. Métodos: Se ana-
lizaron 79 muestras del sequimiento de 25 mujeres que desarrollaron LEI-AG y 149 muestras del seguimiento de 34 mujeres con citologia
normal. La deteccion del VPH se realizé usando PCR-EIA GP5+/GP6+ y RLB. La AT se midié mediante TRAP-ELISA. Resultados: El anélisis
mostré que de los 25 casos, 8 fueron casos prevalentes (ingresaron al estudio con la LEI-AG) y los 17 casos restantes fueron incidentes (la
lesién se detectd durante el seguimiento). De estas 17 mujeres, 12 (70,5%) presentaron AT y VPH al momento del diagnéstico o en una
visita previa, con VPH de alto riesgo (VPH-AR), principalmente de la especie a-9. Tres mujeres (17,7%) mostraron infecciones transitorias
por VPH y 2 (11,8%) no tuvieron VPH o AT al diagnostico. El seguimiento de la mujeres con citologfa normal mostré que solo ocho mu-
jeres tuvieron VPH y AT al mismo tiempo (23,5%), 21/34 mujeres (61,8%) tuvieron eventos transitorios de VPH durante el seguimiento y
5 (14,7%) no tuvieron VPH durante todo el seguimiento. Conclusiones: Detectar AT e infeccidén por VPH-AR al mismo tiempo parecen
predecir el riesgo de LEI-AG.
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Abstract

Objective: To describe telomerase activity (TA) and HPV infection in follow up of women in the Bogot4 cohort. Methods: Analysis was
carried out on 79 follow up samples from 25 women who developed LEI-AG, and 149 follow up samples from 34 women with normal
cytology. HPV detection was made with PCR-EIA GP5+/GP6+ and RLB. TA was measured with TRAP-ELISA. Results: Analysis revealed
that out of the 25 cases, 8 were prevalent (enrolled in the study with LEI-AG), and the remaining 17 incidental (lesion was detected during
follow up). Among these 17 women, 12 (70.5%) had, at diagnosis or during a previous checkup, TA and high-risk HPV (HPV-AR), primarily
type a-9. Three women (17.7%) had transitory HPV infections, and 2 (11.8%) had neither HPV nor TA at diagnosis. Follow up on women
with normal cytology revealed that only eight women (23.5%) had HPV and TA at the same time, 21/34 women (61.8%) had transitory
HPV event during follow up, and 5 (14.7%) had no HPV during entirety of follow up. Conclusions: Detection of TA and simultaneous

HPV-AR infection apparently predicts LEI-AR risk.
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Introduccion

El cancer cervical es el tercer cdncer mis comtn
en mujeres a escala mundial, con una estimacién
de 529.000 casos nuevos, de los cuales mas del
85% ocurren en paises en vias de desarrollo, y
con 275.000 muertes reportadas en el 2008 (1).
Varios estudios epidemiolégicos han mostrado
la fuerte relacién que existe entre la infeccién
con el virus del papiloma humano (VPH), en
especial los VPH de alto riesgo, y el desarrollo
de cancer cervical y de sus lesiones precursoras.
Sin embargo, atin no se conocen totalmente los
mecanismos, ni los factores de riesgo que hacen
que una lesidn regrese, persista o progrese hacia
cancer cervical. La telomerasa es una enzima que
ha sido asociada con procesos de inmortalizacién
celular, y algunos estudios han mostrado nive-
les de su actividad elevados en diferentes tipos
de canceres (pulmoén, péancreas, hepatocelular,
prostata, piel y ciertos tumores gastrointestina-
les), mientras que en tejidos sanos sus niveles de
actividad son muy bajos, casi ausentes, por lo cual
algunos investigadores la han propuesto como un
marcador de progresion (2-7).

Sin embargo, muy pocos estudios han analizado
la actividad de telomerasa (AT) en pacientes con
lesiones cervicales, y no hay ningan estudio de
seguimiento a escala mundial en el cual se haya
evaluado su actividad a lo largo del tiempo, con el
fin de entender temporalmente y de manera mas
exacta su papel en la progresién tumoral. Adi-
cionalmente, son muy pocos y contradictorios los
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estudios que se han realizado sobre la asociacién
entre el VPH, la carga viral y la activacién de la
enzima, lo cual puede ser muy relevante en el
proceso carcinogénico.

En Colombia, donde las tasas de incidencia
en cancer de cuello uterino son altas, en 1994 se
inici6 un estudio de seguimiento de 2.200 mujeres
de la poblacién general, a las cuales se les hizo un
analisis sobre el papel de la infeccién por VPH y de
otros factores de riesgo en el desarrollo de lesiones
cervicales, por un periodo de diez afios (Cohorte
de Bogota, Colombia). Tener una cohorte con un
seguimiento tan largo ofrece la gran oportunidad
de analizar a lo largo del tiempo factores biolégicos
como la AT, que ha sido asociada con procesos de
inmortalizacién celular y con progresién tumoral
en algunos tipos de canceres. Una investigacion
que contribuya al conocimiento de marcadores de
progresién o regresion beneficiara no solo a la po-
blacién infectada y a los pacientes con lesiones de
bajo y alto grados, sino que brindara estrategias para
desarrollar programas de prevencién mas eficientes,
que ayuden a disminuir el namero de casos y los
costos de los tratamientos, principalmente para
paises en vias de desarrollo.

En este trabajo se reportan resultados de un ana-
lisis descriptivo de la AT y de la infeccién por VPH
en el seguimiento de las mujeres que desarrollaron
LEI-AG durante los seis primeros afios del estudio y
en un grupo de mujeres que durante el seguimiento
siempre obtuvieron en sus citologias un resultado
normal en la cohorte de Bogota.
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Métodos

A finales de 1993, el Instituto Nacional de Cance-
rologia comenzé un estudio de seguimiento sobre
la historia natural del virus del papiloma humano,
su papel y el de otros cofactores en el desarrollo de
cancer de cuello uterino. La forma como se realizé el
reclutamiento y la coleccién de los datos es descrito
por Molano y colaboradores (8). Brevemente, entre
noviembre de 1993 y 1995 se realiz6 un censo en
cuatro diferentes centros de salud en Bogota, Co-
lombia. Dos mil mujeres entre 18-85 afios fueron
identificadas al azar e invitadas a participar. Adi-
cionalmente, 200 mujeres entre los 13-17 afios que
asistian a Profamilia fueron incluidas en el estudio.

Al comienzo del estudio, todas las mujeres res-
pondieron a un cuestionario detallado y asistieron a
una consulta ginecoldgica, en la cual se les realizé un
cepillado cervical para hacer un analisis citolégico y
para detectar principalmente infecciones por VPH
y otros agentes de transmisién sexual. También, se
les tomé una alicuota de 10 ml de sangre para hacer
analisis de anticuerpos. Se obtuvo consentimiento
escrito de todas las participantes; el comité ético y
de investigaciones del Instituto Nacional de Can-
cerologia y la International Agency for Research on
Cancer (IARC) aprobaron el protocolo del estudio.
De las 2.200 mujeres invitadas a participar, 53 se
rehusaron en participar y 8 fueron consideradas no
elegibles (enfermedad mental, histerectomia, histo-
ria de lesion uterina); asi, quedaron 2.139 mujeres.

El seguimiento consistié en una visita cada seis
a nueve meses en promedio, hasta marzo del 2004,
o cuando se obtuvo un diagnéstico de NIC III por
biopsia. En cada visita se realizé un cuestionario
corto y se obtuvo un raspado cervical para realizar
analisis citologico y deteccion de VPH de manera
similar a como se hizo en la primera visita. Los
resultados sobre VPH no se conocieron durante el
seguimiento y no influyeron en el manejo clinico.
Se realizé colposcopia en todas las mujeres que
tuvieron un diagnostico citolégico repetido de
LEI-BG o una evidencia citologica de LEI-AG. Se
realizaron biopsias cervicales dirigidas por colpos-
copia a aquellas mujeres con evidencia de LEI-AG.
Las mujeres con diagnostico confirmado de NIC 11
debieron recibir el tratamiento adecuado.

Para este estudio se seleccionaron todos los
casos observados durante los primeros seis afios de
seguimiento. Se escogieron como casos las mujeres
que tuvieron un diagnoéstico citolégico de LEI-AG
en su citologia o una biopsia confirmada de CIN2/
CIN3. De 38 casos que fueron identificados, solo
25 tuvieron suficiente muestra para analizar la
actividad de la telomerasa. Adicionalmente, se ana-
lizaron las muestras del seguimiento de 34 mujeres,
que obtuvieron siempre citologia normal durante el
seguimiento, apareadas por edad con los casos y con
o sin infecciéon por VPH.

Deteccion de VPH por PCR v tipificacion
(PCR-EIA)

El analisis de VPH se realizo usando los iniciado-
res GP5+/GP6+bio especificos para el gen L1 del
VPH. Estos iniciadores amplifican un fragmento
de 140 pares de bases. La deteccion tipo especifica
se basé en el ensayo de Enzime Immune Assay
(EIA), desarrollado por Jacobs y colaboradores en
1997, y en el ensayo de Reverse Line Blot (RLB),
desarrollado por Van Den Brule y colaboradores
en 2002 (9,10).

En breve, las muestras positivas para VPH estan
sujetas a un analisis especifico de grupo, usando
un coctel de sondas para VPH de alto riesgo y otro
coctel de sondas para VPH de bajo riesgo, mediante
un EIA. Las muestras positivas para cada uno de
los grupos son analizadas mediante un RLB para la
tipificaciéon de 37 tipos de VPH. Los datos de los
resultados de la deteccién y tipificacion de VPH
se almacenaron en una base de datos exclusiva del
estudio.

Procesamiento de la muestra para la
medicion de AT

Para obtener las células exfoliadas del raspado cervi-
cal se utiliz6 la metodologia usada por Ault K. A.y
colaboradores en 2005 (11). Inicialmente, se realizo
una alicuota de 300 ul del cepillado cervical que se
encontraba en el banco de muestras, y se centrifugo
a 4 °C. Posteriormente, se adicioné tripsina para
la disociacion de las células con una incubacién a
37 °C por 5 minutos, se realizaron dos lavados con
PBS 1X + SFB 2% para inactivar la tripsina, después
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se centrifugé la alicuota a 4 °C por 10 minutos, se
descart6 el sobrenadante y se guardé el pellet a
-70 °C, hasta su uso en el desarrollo del ensayo
TRAP (telomeric repeat amplification protocol).
El conteo de células se realizé con una camara de
Neubauer.

El analisis de la AT se realizé6 mediante el
ensayo TRAP, con el uso de una prueba comer-
cial: Telo TAGGG Telomerasa PCR ELISA,
desarrollado por Roche Applied Science (12). El
ensayo se basa en tres pasos principales: elonga-
cion, amplificacion y detecciéon por ELISA, y se
realiz6 siguiendo las indicaciones del fabrican-
te. Las placas fueron leidas a una longitud de
onda de 450 nm con una referencia de longitud
de onda de 690 nm. El valor de la absorbancia
final fue obtenido por la sustraccion de los datos
de la medicion de 690 nm a los de 450 nm, consi-
derando una muestra positiva cuando la densidad
optica fue superior o igual a 0,20.

Se analizaron 79 muestras del seguimiento de 25
mujeres que desarrollaron LEI-AG y 149 mues-
tras del seguimiento de 34 mujeres con citologia
normal. Se realiz6 una descripcion en el tiempo
de la AT y su relacion con la infecciéon con VPH y
el diagnostico citolégico a partir del desarrollo de
figuras, en las que se describen estas variables a lo
largo del tiempo para cada mujer. Estas figuras no
han sido descritas en ninguna parte y especifica-
mente consisten en la descripcion en el eje de las
Y, de cada uno de los casos encontrados en el estu-
dio, y en el eje de las X del seguimiento de estos
casos a lo largo del tiempo. Se desarrollan lineas
rectas horizontales para cada caso, que abarcan el
tiempo en que fue seguida cada mujer y sobre esta
linea se ubica la informacién de la infeccién por
VPH, la actividad de la telomerasa y el diagnéstico
citolégico que fue obtenida en cada visita. Esto
permite realizar la descripcion de diferentes casos
en una misma grafica, asi como la comparacién de
diferentes variables intra- e intercasos a lo largo del
tiempo de seguimiento.

Adicionalmente, se realizaron tablas que per-
mitieron describir frecuencias y porcentajes del
comportamiento de la AT, el tipo de infeccion por
VPH y la carga viral a lo largo del tiempo.
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Resultados

Seguimiento de las mujeres que
desarrollaron LEI-AG (“Casos”)

Para el analisis descriptivo de la AT y la infeccién
por VPH en el tiempo se analizaron todas las mues-
tras tomadas durante el seguimiento de cada una
de las 25 mujeres que desarrollaron LEI-AG y que
fueron denominadas como casos. De las 25 muje-
res, 8 fueron consideradas como casos prevalentes,
es decir, ingresaron al estudio con la LEI-AG; de
estas, 4 no tuvieron seguimiento (casos 4, 7, 10y
13) y solo se tienen los datos de la visita en la que
se diagnostico la LEI-AG, y 4 tenian seguimiento

@
T
*>
»

Casos

o =
 em> ¢m> on
{ |2 {I [ {

s o= -

[

> ¢ $m>

~
|
T ¢m> I

o
~
w4
IS
w

Anos de seguimiento

N
G
+

»

om>

Casos

- gu

o
~
w
IS
w

Anos de seguimiento

Figura 1. Esquema del seguimiento de los casos

(A) Seguimiento de los casos 1 al 13. (B) Seguimiento de los casos 14
al 25. El tiempo cero es considerado el momento en que fue tomada
la muestra al ingresar al estudio. En promedio, las visitas fueron rea-
lizadas cada nueve meses. Resultado @ Citologia normal, 4 LEI-AG,
B Actividad de telomerasa (+), A Infecciéon con VPH (+). La linea
recta abarca el tiempo en que fue seguida cada mujer, y sobre ella se
ubican las convenciones en el momento en que se tomé la muestra
en cada visita.
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posterior a la deteccién de lalesion (1, 2, 3, 8). Las
17 mujeres restantes fueron consideradas como
casos incidentes, ya que la deteccién de la lesiéon se
presenté durante el seguimiento. Un resumen de lo
observado en el seguimiento de los casos se consigno
de modo esquematico en la figura 1, teniendo en
cuenta adicionalmente el tiempo que transcurrié
entre cada una de las visitas.

Como se comentd anteriormente, ocho de los
casos (1, 2, 3, 4, 7, 8, 10 y 13) fueron muestras
que ingresaron al estudio con la LEI-AG; por lo
tanto, no es posible describir eventos anteriores a
la aparicién de la lesion. En estas mujeres se puede
observar que seis de ellas (75%) tuvieron infeccién
por VPH y AT al mismo tiempo en que se detectd
la lesion, una tuvo infeccién solo por VPH (12,5%)
y otra solo AT (12,5%). En los 17 casos restantes
con lesiones incidentes se puede observar que doce
(70,5%) tuvieron la infeccion por VPH-AR y la AT
al mismo tiempo en que se detecté la lesion o en
una visita anterior (5, 6, 9, 11, 12, 14, 15, 16, 19,
21, 22 y 23); tres (17,7%) mostraron solo infeccion
por VPH (18, 20, y 25) y dos (11,8%) no tuvieron
presencia de VPH ni AT al momento en que se
detect6 la lesion (17 y 24).

En la tabla 1 se encuentran consignados los
datos obtenidos en cuanto a AT en densidades
opticas (OD) y el tipo de infeccién por VPH en
las muestras analizadas. De manera global, se
puede observar que de los casos prevalentes con
seguimiento (1, 2, 3y 8), los casos 1, 2 y 8 tenian
infecciéon por VPH y AT al inicio; esta dltima se
mantuvo positiva en el tiempo, a pesar de que en
un caso hubo eliminacién de la infeccién (caso 1).
El caso 3 fue positivo solamente para AT en la
lesién, pero en citologias posteriores esa caracte-
ristica desaparecié y se detectd una infeccién por
VPH-16 que fue persistente hasta la tltima visita
analizada. De los 17 casos incidentes, 9 (53%) ya
presentaban AT e infecciéon por VPH en la visita in-
mediatamente anterior a que se presentara la lesién
(casos 5, 6, 11, 12, 15, 16, 19, 21 y 23). En todos
estos casos se observé persistencia de las infeccio-
nes y/o positividad de la AT en dos o mas visitas
consecutivas. En los casos 21 y 23 fue evidente la
AT desde la primera visita del estudio, sin que la
infeccion por VPH fuera detectada, y en el caso

21 fue posible evidenciar la infeccién transitoria
por VPH-35 una visita antes de que se presentara
la lesion y el resultado positivo constante de AT
en todas las visitas.

Enlos casos9, 14y 22 se detect6 la LEI-AG en la
segunda y altima visita, en la que se present6 tanto
la infeccion por VPH como la AT; sin embargo, en la
visita previa de cada caso no hubo un patrén defi-
nido de deteccién de AT y de infeccién por VPH.

Cuando se present6 la LEI-AG en los casos
18, 20 y 25 se detect6 la infeccién por VPH y
no la AT; sin embargo, solo en el caso 18 fue evi-
dente la infeccién desde antes de presentarse la
lesion. En los casos 17 y 24 cuando se presento la
LEI-AG no hubo evidencia ni de VPH, ni de
telomerasa, aunque en visitas previas, en ambos
casos se report6 infeccién por VPH-55 y VPH-70,
respectivamente.

En general, es importante notar en este grupo
de muestras que cuando se presenté la infeccién
por VPH, se evidenci6 la presencia de tipos virales
que pertenecen al grupo de alto riesgo (92%), en su
mayoria a la especie -9 (80%), y persistencia de las
infecciones. Como se mencioné anteriormente, en
los casos 17 y 24 se presentaron infecciones simples
por VPH-BR (caso 17, visita 1; caso 24, visitas 2 y
3) y dos mujeres presentaron infecciones multiples
combinadas por VPH-BR y VPH-AR (caso 16, visita
2,y caso 20, visita 2).

Es relevante anotar que las mediciones de AT
en densidades épticas varian notoriamente entre
casos, incluso cuando se valoran muestras de una
misma mujer con rangos en las positivas desde
0,205 hasta 1,494. Asi mismo, es importante
mencionar que de las 79 muestras analizadas, 50
(63,3%) tuvieron AT. En cuanto a las mujeres
positivas para VPH, se observan valores de den-
sidades 6pticas que van desde 0,201 hasta 2,552,
aunque la mayoria de las muestras del seguimiento
de los casos presentaron infecciones con carga
viral alta (72,3% de las muestras positivas). Sin
embargo, en este trabajo no se observé una rela-
cién clara del resultado positivo para AT con la
presencia de algan virus de VPH especifico, ni
con la carga viral.
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Tabla 1. Actividad de telomerasa e infeccién por VPH en el seguimiento de los casos

En la primera columna se enumera cada caso, en la segunda se encuentran en numero y la cantidad de visitas analizadas por cada caso, en la
tercera se encuentran los datos obtenidos de la ELISA para actividad de telomerasa y en la cuarta se encuentra la tipificacion de VPH en cada
muestra con la carga viral medida por ELISA. La actividad de telomerasa es positiva sila OD es > 0,20.

- Telomerasa Infeccién por tipo VPH - Telomerasa Infeccién por tipo VPH
Caso  Visita (OD) (OD Carga Viral) Caso  Visita (OD) (OD Carga Viral)
1 0,384 31(2,221) 1 0,209 81 (2,470)
2 0,253 - 2 1364 58-81 (2,460-0,730)
: 3 0,056 - 16 3 0,211 -
4 0217 - 4 0,602 -
5 0212 - 5 0,220 -
6 0,224 - 1 0,057 55 (0,280)
, ] 0,564 AR (1,200) 2 0,108 -
2 0,205 31(0,740) . 5 0047 .
1 0,254 - 4 0100 i
2 0,086 16 (2,340) . 0155 i
3 0,115 16 (1,880)
3 6 0,122 -
4 0,064 16 (2,100)
: 0055 160210 1 0,103 33-58 (2,430-1,250)
' ' 18 2 0,057 33-58 (2,360-1,850)
6 0,060 16 (1,890)
3 0,051 33-58 (2,410-2,420)
4 1 0,266 16-26 (0,201-1,750)
5 : 051 e . 1 0,490 33(1,970)
31-33-58
2 0,261 16 (0,470) 2 1,494 (0310-2150.1.220)
) 1 0214 33(2,199) ! 0082 _
31-33-58
2 0,265 (0,620-2.460-2.270) 2 0,146 39-11 (2,470-2,400)
33, 20 3 0,066 -
; : 0256 31-33-58
(0,330-2,430-2,400) 4 0457 _
1 0,530 51(0,783) 5 0,284 )
8 2 0252 58-51 (0,490-0,450) ) 0288 _
3 0725 51(1,010) ) 0225 i
9 1 0,053 ) ) 3 0,211 35(0,450)
2 0,605 52 (2,480) 4 0320 ]
10 1 1,199 33 (2,552
2552) 5 0,241 -
1 0253 58 (2,398)
11 6 0,224 -
2 0,449 58 (2,480)
1 0,206 -
1 0,054 51(2,350) 2
2 0,790 31(2,010)
12 2 0,206 51(0,420)
1 0212 -
3 0,284 51(2,430) '
13 1 0,035 16 (2,504) 23 2 0215 33(0,700)
) 1 0,077 31-33 (0,247-2,240) 3 0597 33 (2400)
2 0286 31-33 (1,190-2,470) ! 0,056 -
] 0205 52 (0,794) 2 0,086 70 (0,600)
2 0,404 52 (2,350) 24 3 0,054 70 (0,820)
s 3 0,266 52 (1,960) 4 0,097 -
4 0,372 52 (2,400) 5 0,060 -
5 0333 - 2 1 0,122 -
6 0218 - 2 0,09 45 (2,470)

OD: Densidad optica. -: Negativo para infeccion.
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Seguimiento de las muestras de mujeres con
citologia normal (“controles”)

Para el seguimiento de las mujeres con citologia
normal se analizaron muestras de 34 mujeres que
durante todo el seguimiento tuvieron citologia
normal con o sin infeccién por VPH. En total, se
analizaron 149. En la tabla 2 se encuentran consig-
nados los datos obtenidos sobre AT y la infeccién
de VPH de las muestras analizadas.

El seguimiento de las mujeres con citologia
normal mostré que solo 8/34 mujeres tuvieron in-
feccion por VPH y AT al mismo tiempo (23,5%);
21/34 mujeres (61,8%) tuvieron eventos transitorios
de infecciéon durante el seguimiento por VPH-AR
simples o multiples en combinacion con VPH-BR;
solamente 12 (35,2%) de estas mujeres (controles
3,4,7,8,9, 17,19, 21, 26, 28, 31 y 33) fueron po-
sitivas para la AT independiente de la presencia de
la infeccién en alguna visita durante el seguimiento,
y 5/34 mujeres (14,7%) no tuvieron infeccion VPH
durante el seguimiento.

Es interesante mostrar que ocho controles nunca
fueron positivos para actividad de telomerasa duran-
te el seguimiento, a pesar de tener infecciones por
VPH-AR (controles 10, 11, 13, 14, 15, 25, 27 y 30).

Como casos particulares, se describira el segui-
miento de los controles 19, 21 y 33, ya que se ob-
servan caracteristicas especificas de ellos. El control
19 presenta el seguimiento mas largo de todos los
controles analizados, que cuenta con trece visitas.
Durante el tiempo del seguimiento en este control
se presentaron diferentes tipos de infecciones;
predominaron infecciones simples de VPH-BR.
Debe notarse un lapso intermedio del seguimiento
en el que cuatro visitas fueron positivas para la AT
(visitas 6, 7, 8 y 9). En visitas posteriores, cuando se
detect6 la infeccién por un tipo viral de alto riesgo,
la actividad enzimatica cesé y se mantuvo en esa
condicién hasta el final del seguimiento.

El control 21 presenté AT desde dos visitas
previas a la deteccién del VPH-16, posteriormen-
te se eliminé esta infeccién y no hubo actividad
enzimatica. Durante las daltimas visitas (6-9)
hubo una nueva infeccién, pero esta vez de un

tipo de VPH-BR; la AT nuevamente se aumentd
hacia la visita 8 y permaneci6 activa hasta el final
del seguimiento. El control 33 presenté un com-
portamiento mas uniforme, tanto en AT como en
infecciéon por VPH. La infeccién se detecté una
visita antes de que se evidenciara la AT, y en visitas
posteriores permanecieron tanto la infeccién como
la AT. El tipo que estaba infectando esta muestra
era el VPH-58, el cual se elimin6 después de la
quinta visita. De manera interesante, en los nue-
ve controles (1, 5, 6, 12, 16, 20, 29, 32 y 34) que
tuvieron en alguna de las visitas infeccién simple
con VPH-BR, ni antes, ni después de presentarse
este evento se observé AT. Los controles 2, 18, 22,
23 y 24 fueron negativos durante todo el segui-
miento para la infecciéon con VPH; de estos tres
permanecieron negativos para AT durante todo el
seguimiento (controles 22, 23 y 24) y dos tuvieron
alguna visita positiva.

Las mediciones de AT en densidades opticas
en este grupo de mujeres muestran rangos en las
positivas desde 0,221 hasta 0,827. Es importante
mencionar que de las 149 muestras analizadas
solamente 28 (18,8%) tuvieron AT. En cuanto a
las mujeres positivas para VPH se observan valores
de densidades 6pticas que van desde 0,120 hasta
3,29. De estas infecciones, el 50% tuvieron una
carga viral alta.

Discusion

Un estudio que mide la AT en el tiempo, teniendo
en cuenta muestras de una misma mujer, no ha sido
publicado. Este es el primer estudio de seguimiento
en el que se hace una descripcién en el tiempo sobre
la AT y la infeccion con el VPH en mujeres que
desarrollaron LEI-AG y en mujeres que durante
todo el seguimiento tuvieron citologia normal. De
manera general, se observa una diferencia notoria
en el seguimiento de las muestras tomadas como
casos y las muestras de los controles en cuanto a
la deteccion de la AT y a la infeccion por VPH.
Los tipos de VPH que se encontraron infectando
las muestras del seguimiento de los casos fueron
predominantemente de VPH-AR de la especie -9,
mientras que en las muestras del seguimiento de
los controles se presentaron infecciones con tipos
variados de alto y de bajo riesgo. Asi mismo, las
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Tabla 2. Actividad de telomerasa e infeccion por VPH en el seguimiento de los controles

En la primera columna se enumera cada control, en la segunda se encuentran en nimero y la cantidad de visitas analizadas por cada control, en
la tercera se encuentran los datos obtenidos de la ELISA para actividad de telomerasa y en la cuarta se encuentra la tipificacién de VPH en cada
muestra con la carga viral medida por ELISA. La actividad de telomerasa es positiva sila OD es = 0,20.

- Telomerasa Infeccion por tipo VPH - Telomerasa Infeccion por tipo VPH
Control Visita (0D) (OD Carga Viral) Control Visita (0D) (OD Carga Viral)
1 0,061 - 1 0,157 -
1
2 0,051 40 (0,360) 2 0,048 42 (0,650)
1 0235 - 3 0054 -
) 5 0387 ) 11 4 0,090 -
5 0,058 18-26 (2,950-1,680)
3 0,113 -
6 0,064 18-26 (2,400-0,180)
1 0,331 -
7 0,092 -
; 2 0,060 66 (2,030) 1 0,047 B
3 0,115 66 (2,280) P 0168 B
4 0,092 - 3 0,054 -
12
1 0,288 - 4 0,059 -
4 2 0,223 16-26 (2,440-2,400) 5 0,076 42 (1,190)
3 0,133 - 6 0,053 -
1 0,051 R 1 0,075 -
13 2 0,067 51(0,250
5 2 0,119 54 (1,100) ( )
3 0,051 -
3 0,059 -
1 0,064 -
1 0,046 -
' 14 2 0,047 58(2,320)
6 2 0,064 CP6108 (0,380) 3 0,124 .
3 0,166 - 1 0,047 i
1 0,072 - 2 0,048 42-18 (0,740-0,670)
2 0,275 - 15 3 0,098 -
3 0,102 - 4 0,050 -
7 4 0,056 - 5 0,047 -
s 0,050 ) 1 0,464 -
2 0,065 -
6 0,281 16 (0,250) 16
7 0,142 _ 3 0,153 82 (0,260)
1 0,175 - 4 0,151 -
_84- 1 0,158 -
5 0,050 18-84-CP6108
(0,710-0,440-1,240) 2 0053 _
8 ,
44-83-84 3 0,107 -
3 0,046 (0,470-1,500-2,930)
17 4 0,054 -
4 0,422 - 5 0,322 56 (3,000)
1 0,090 - 6 0,093 56 (2,260)
45-52-40 7 0316 _
o 2 0827 (0,110-0,120-2930)
1 0,052 -
3 0,123 - 5 0,068 )
1 0,047 - 18 3 0,278 -
10 2 0,048 18-58 (2,120-2,330) 4 0,058 R
3 0,058 - 5 0,051 -

OD: Densidad Optica. -: Negativo para infeccién.
(Continda en la pdg. 35)
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(Viene de la pdg. 34)

- Telomerasa Infeccion por tipo VPH - Telomerasa Infeccion por tipo
Control  Visita (0D) (OD Carga Viral) Control  Visita (0D) VPH (OD Carga Viral)
1 0,055 - 1 0,083 -
2 0,159 - 25 2 0,074 52(2,910)
3 0,081 81(2,290) 3 0,086 52 (0,540)
45-43-81
4 0052 (2,270-0,710-2,260) 1 0,475 -
5 0,054 -
2 2 0,194 66 (0,610)
6 0,467 -
19 3 0,046 -
7 0,639 43 (3,290)
1 0188 -
8 0,561 43(2,750)
9 0,389 43 (0,590) 27 2 0,130 45-40 (0,420-0,110)
10 0,110 - 3 0,046 -
11 0,184 45-43 (0,380-3,190) 1 0,088 -
12 0,106 43 (2,830) 2 0163 -
13 0,074 AR-43 (0,240-2.62) 58 3 0077 i
1 0055 ) 4 0,080 31 (0,640)
2 0,059 -
5 0,221 -
3 0,140 81 (2,450)
1 0,067 -
20 4 0,192 81 (1,320)
< 0144 81 (2,290) 29 2 0,053 42(0,540)
6 0,142 81 (2,260) 3 0,047 -
7 0,159 - 1 0,067 -
1 0,063 - 30 2 0,097 16 (1,360)
2 0,047 - 3 0,124 -
3 0228 - 1 0553 -
4 0,310 -
31 2 0,268 18-26 (0,380-2,170)
21 5 0,260 16 (0,290)
3 0,049 -
6 0,074 72 (0,760)
7 0,157 72 (0,270) ] 0086 i
8 0,283 72 (0,480) 32 2 0,064 42 (0,720)
9 0,468 - 3 0,063 -
1 0,049 - 1 0,064 -
22 2 0,052 - 2 0,059 58(2,350)
3 0054 - 3 0,310 58 (2,430)
1 0,050 - 33
4 0,387 58 (2,240)
2 0,069 -
23 5 0,161 58 (2,280)
3 0,130 -
6 0,498 -
4 0,100 -
. 0071 i 1 0,093 -
24 2 0162 - 34 2 0,166 54 (2,440)
3 0,083 - 3 0,049 -
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mujeres que desarrollaron las LEI-AG tuvieron
un mayor namero de infecciones persistentes por
algunos tipos de VPH-AR que las mujeres con
citologia normal.

Estos resultados son comparables a otros repor-
tes de la misma cohorte y estudios de seguimiento
en los que se observa que la persistencia de infec-
ciones por algunos tipos especificos de alto riesgo
pueden aumentar el riesgo de desarrollar LEI-AGy
cancer cervical (13-15). Asi mismo, en los casos se
observé un mayor porcentaje de muestras con cargas
virales altas que en las muestras del seguimiento
de las mujeres con citologia normal, resultados que
apoyan el posible papel que pueda desempeifiar la
carga viral en la persistencia de las infecciones y en
el riesgo de desarrollar LEI-AG (15-18).

Adicionalmente, la positividad hacia la AT fue
mucho mayor en las muestras del seguimiento de
las mujeres que desarrollaron LEI-AG (63,3%) que
en el seguimiento de las mujeres control (18,8%).
Resultados que estan de acuerdo con los pocos
estudios transversales en los que se ha medido la
AT en muestras de mujeres con citologia normal
y/o con diferentes grados de lesiones cervicales en
los que se observa que la AT esta muy aumentada
en mujeres con LEI-AG o muestras de céncer, en

comparacion con las mujeres con citologias nor-
males (11,19,20).

Es importante mencionar que 12 de los 17 casos
incidentes tuvieron la infecciéon con VPH-AR y AT
al mismo tiempo o antes de presentarse la lesién
(70,5%), y en 9 de estos casos se observo persis-
tencia de las infecciones y positividad de la AT a lo
largo del tiempo. Al contrario, en las mujeres con
citologia normal solo un 23,5% tuvieron infeccion
por VPH y AT al mismo tiempo, y solo en una de
estas mujeres se observo persistencia de la infeccion
por un VPH-AR con eventos transitorios de posi-
tividad de la AT. Estas observaciones son de gran
relevancia, ya que detectar la presencia de VPH y
la AT al mismo tiempo parece predecir un mayor
riesgo de desarrollar una LEI-AG que el riesgo que
se tiene al detectar solo la infeccién por VPH o la
AT, y este riesgo se aumenta al detectar a lo largo
del tiempo la persistencia de la infeccién y una
positividad constante de AT.
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En la actualidad se esta proponiendo usar la
prueba de VPH en la tamizacién, ya que ha mos-
trado una alta sensibilidad para la deteccién de
lesiones cervicales; sin embargo, hay resultados
controversiales en cuanto a la especificidad, por lo
que se propone que el uso adjunto de la técnica para
medicion de AT podria aumentar la especificidad en
la deteccién de lesiones, sin verse afectada la sensi-
bilidad en gran medida. Sin embargo, es necesario
realizar un mayor nimero de estudios en los que se
evalten las caracteristicas operativas de la técnica
para medir la AT, la sensibilidad, la especificidad,
como el valor predictivo positivo y negativo, para
que pueda ser usada como prueba diagnéstica ad-
junta o no a la prueba de deteccion de VPH.

Las investigaciones realizadas hasta el momento
que han tratado de encontrar una asociacién entre la
infeccion con VPH y la AT son muy pocas, y las que
se han realizado han analizado asociaciones entre
la activacion de la enzima y los tipos VPH-16 y 18.
Con este trabajo se evidencia que otros tipos rela-
cionados filogenéticamente con el tipo 16 pueden
activar la enzima; sin embargo, se necesitan ensayos
funcionales para respaldar estos resultados. La ac-
tivacion de la enzima por el VPH ha sido atribuida
especificamente a la oncoproteina E6 de los VPH
AR, debido a que esta oncoproteina puede actuar
como un factor de transcripcién y unirse a sitios
especificos en la regién reguladora del promotor
de hTERT, concretamente a las cajas E, a las cuales
se une también el factor cmyc para aumentar la
expresion génica (21).

Si bien atin no es muy clara la participacién de
la oncoproteina E7 en la activacion de la telomera-
sa, esta parece actuar de manera sinérgica con E6.
Otros factores virales pueden influir en que haya o
no AT, un ejemplo claro es el estado de integracion
del virus. Cuando el genoma viral es mantenido
en forma de episoma, la proteina E2 es expresada
de manera constante y puede funcionar como un
inhibidor de la transcripcion de hTERT. De manera
contraria, cuando el VPH es integrado en el genoma
del hospedero hay un aumento notorio en la expre-
si6n de las oncoproteinas E6 y E7 (22), y como se
menciond anteriormente, estas oncoproteinas son
potentes inductores de la expresién de la subunidad
catalitica de la telomerasa. También, la regulacién
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epigenética de genes virales y del gen hTERT es
importante de evaluar.

Estudios recientes han mostrado que la meti-
lacion del genoma viral puede afectar las caracte-
risticas que regulan el control de la transcripcién
y la replicacion (23-26). En la mayoria de los es-
tudios se ha observado que el grado de metilacion
del genoma viral es més alto en la mayoria de sus
regiones en carcinomas que en lesiones cervicales
precancerosas (23-25). Aunque no se ha analizado
en detalle, el patron incrementado de metilacion en
algunos de esos estudios podria ser explicado por la
integracion del genoma viral en el huésped celular,
ya que dicho estado ha sido asociado en repetidas
ocasiones con la hipermetilacion del genoma viral
(24,25). Por otro lado, estudios sobre la regulacion
epigenética del gen hTERT han mostrado que el
centro regulador del promotor de hTERT vy su
regi6n exonica proximal pueden ser metilados, lo
cual impide la unién de factores inhibidores de la
transcripciéon como CTCF (27). Adicionalmente,
De Wilde y colaboradores, en otro reporte en el
2010, observaron hipermetilacién en estas dos re-
giones y las correlacionaron con un aumento en la
transcripcion de hTERT en células inmortalizadas
por el virus del papiloma humano y con el estadio
de la enfermedad (28).

En nuestro estudio fue evidente que la infeccién
con VPH-BR no promueve la activacion de la enzi-
ma, ya que nueve de los controles tuvieron infeccio-
nes simples con alguno de los tipos de este grupo, y
ni antes ni después de la infeccién se evidencié AT,
lo cual concuerda con estudios funcionales que han
usado la proteina E6 de VPH-6 como factores de
transcripcion para hTERT y han concluido que las
proteinas de VPH-BR no son capaces de activar el
promotor de este gen (29).

Algunos estudios han reportado previamente
que los niveles de AT pueden aumentar a medida
que progresa la lesion cuando se analizan muestras
de mujeres con diferentes diagnosticos (11). Sin
embargo, en nuestro estudio se observaron patrones
variables, y no fue posible ver un patrén definido
en los niveles de AT (medida en OD) entre los ca-
sos evaluados ni entre las muestras de una misma
paciente. Probablemente el aumento en el nivel de

AT en una misma mujer a medida que progresa
en el estado de su enfermedad no sea facilmente
evidenciable y dependa de un método cuantitativo
para poder observar este efecto.

Debe notarse que en el seguimiento de los
controles, aunque se presentaron mujeres con in-
fecciones de VPH-AR, estas nunca presentaron
AT (controles 10, 11, 13, 14, 15, 25, 27 y 30), y de
igual forma se observaron mujeres con actividad
de telomerasa en alguna de las visitas, sin que nece-
sariamente coincidieran con la infeccién (controles 3,
4,7,8,9,17,18, 19, 21, 26, 28, 31 y 33). Durante los
siete afios de seguimiento ninguna de estas mujeres
desarroll6 lesiones cervicales, lo que concuerda con el
hecho de que el porcentaje de muestras positivas para
ATy VPH al mismo tiempo, asi como su persistencia
en el tiempo, sea mucho menor en este grupo.

En este trabajo se encontraron muestras que eran
negativas para la infeccion con VPH y negativas para
el diagnostico de algtn tipo de lesion; sin embargo,
se mostraron positivas para la AT. Este fenémeno se
evidenci6 en otros estudios en los que se evaluo teji-
do de pacientes sanos para comparar los resultados
con biopsias de pacientes con cancer (30), lo que
muestra que un nimero muy bajo de mujeres sin
ningan tipo de lesién o de infeccién pueden tener
un nivel de AT basal.

Estudios recientemente publicados han reporta-
do que aspectos en el estilo de vida de las personas,
como la alimentacién, el estado, la exposicién a
estrés emocional y el nivel de actividad fisica pueden
producir cambios en la AT (31,32); estos factores
no fueron valorados en el estudio y pueden estar
involucrados como factores propios de cada paciente
con capacidad modulatoria de la actividad enzima-
tica y otros aspectos metabolicos.

Como se mencioné anteriormente, en la actua-
lidad no hay trabajos de seguimiento con los que
sea posible comparar los resultados observados en
nuestro estudio, aunque hay un trabajo que trato
de evaluar la amplificaciéon génica de hTR (TERC)
como un marcador de progresion, evaluando mues-
tras provenientes de una misma mujer; la investi-
gacién en mencion fue la realizada por Heselmeyer
H. y colaboradores (33).
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En este estudio de tipo retrospectivo se tenia
por objetivo evaluar si la deteccion de copias
adicionales de TERC en NIC I y NIC II podia ser
utilizada como una herramienta para distinguir
entre las lesiones que progresan de las que no.
Se estudio el nimero de copias presentes del gen
TERC en tres grupos de muestras mediante hi-
bridacién in situ fluorescente; el primer grupo se
denominé de “progresoras”, es decir, muestras que
tenian un diagnéstico de NIC Il y que en citologias
anteriores eran NIC I o II; el segundo, “regreso-
ras”, es decir, muestras que tenian un diagnéstico
de NIC I o Il y en citologias posteriores fueron
normales; y el grupo de “progresoras negativas”, es
decir, muestras de mujeres con citologia normal,
pero que en un transcurso de menos de tres afios
desarrollaron cancer.

Ellos observaron que las “progresoras” y las “pro-
gresoras negativas” mostraron ganancias en TERC
(3926), mientras que en las “regresoras” no fue
evidente esta anormalidad genética. Nuevamente
de manera indirecta estos resultados pueden indi-
car que hay activacion de la telomerasa en aquellas
mujeres que son susceptibles al desarrollo de LEI-
AG. Ellos concluyeron que cuantificar el nimero
de copias de 3q26 podria servir como un marcador
de progresion de lesiones cervicales, aunque no
evaluaron la infeccién por VPH.

Nuestro estudio tuvo la ventaja de tener me-
diciones de AT y de VPH por un largo tiempo de
seguimiento, y mostré que detectar la AT y la infec-
cion por VPH al mismo tiempo y con persistencia
en su deteccion fue un evento mas frecuente en el
grupo de los casos que en el grupo de mujeres con ci-
tologia normal. Estos resultados apoyan la propuesta
de que detectar AT y VPH-AR simultdneamente
y a lo largo del tiempo podria ayudar a identificar
mujeres con LEI-AG o aquellas que estan en riesgo
de desarrollar una LEI-AG.
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