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Dentro de las enfermedades consideradas como problemas de salud publica a nivel
mundial por la Organizaciéon Mundial de la Salud, se encuentra el cancer cervico-
uterino (CCU) con una de las cifras méas altas de incidencia (1). Anualmente, se
diagnostican medio millon de casos y mueren 274.000 mujeres por esta causa a
nivel mundial (1). Particularmente, Colombia se ubica dentro de los paises con las
cifras mas altas al ser comparado con otros paises de la region (2) y segun
estadisticas del Instituto Nacional de Cancerologia, el CCU se ubica en el primer
lugar en incidencia y causa de muerte en las mujeres (3). Al estimar la incidencia del
cancer de cuello del utero por departamentos durante los afios 2002-2006, el
Instituto Nacional de Salud reporté que los departamentos con mayor niamero de
casos nuevos corresponden en su orden a Bogota, Antioquia y Valle del Cauca (3).

La infeccién por algunos tipos del VPH se reconoce como la causa principal y
necesaria para generar enfermedades pre-invasivas e invasivas del aparato genital
(4,5). En un estudio realizado en dos ciudades colombianas, se encontré que en
82,3% mujeres con carcinoma celular escamoso (CCE) se encontré6 VPH y que los
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genotipos mas frecuentes en estas biopsias fueron en su orden 16, 18, 45, 3, 58, 33,
56, 59, 52, 35 y 44; mientras que para mujeres con adenocarcinoma, la prevalencia
de VPH fue de 94.6% y los genotipos mas frecuentes fueron 16, 18, 31y 56 (6).

Hoy en dia se reconoce que el uso de la prueba de Papanicolau como medida de
prevencion, ha sido responsable de una disminucion del 70% de los casos de cancer
cervical en naciones industrializadas en los ultimos 50 afios (7,8), sin embargo esta
experiencia esta lejos de ser reproducida en paises en via de desarrollo como el
nuestro, ya que el nimero de mujeres que se realiza esta prueba es limitado y la
prueba esta sujeta a multiples errores que disminuyen su utilidad diagnéstica. Por
otro lado, la introduccién de vacunas contra el VPH en paises desarrollados también
ha tenido un impacto en la disminucién del CCU (9,10). Especificamente, se ha
reportado que la vacuna Cervarix en poblacion femenina de 10 a 14 afos, fue
considerablemente inmunogénica y de duracién sostenida (11). A pesar de lo
anterior, cuando la vacuna fue aplicada en mujeres mayores de 40 afios la duracion
de la respuesta inmunoldgica no fue igual al de la poblacién femenina joven, lo que
sugiere que la produccién de anticuerpos es dependiente de la edad observandose
una disminucion significativa en la respuesta inmune a medida que la edad avanza
(11). Este ultimo hallazgo, tiene un gran agravante y es que el 70% de los casos
nuevos y el 80% de las muertes por cancer cervical se presentan en mujeres
mayores de 45 afios (2).

Desde el afio 2008, se vienen usando en Colombia las dos vacunas comercialmente
ofrecidas, Cervarix® de GlaxoSmithKline Biologicals S.A. y Gardasil® de Merck &
Co, Inc; las cuales inducen la produccion de anticuerpos contra los genotipos 16 y
18. Ademas, Gardasil ofrece proteccion contra los genotipos 6 y 11 productores de
condilomas acuminados. Las vacunas actuales contra el VPH han demostrado una
eficacia muy prometedora en estudios recientemente finalizados y en pruebas
clinicas en curso (9,10). De estas vacunas se ha sugerido que pueden inducir una
respuesta inmunoldgica duradera y suficiente, que permite la neutralizacion y
eliminacion del virus cuando entra en contacto con el huésped. La literatura indica
gue la proteccion inmunoldgica en la mucosa vaginal es mediada principalmente por
inmunoglobulina G (IgG), presente en este tejido gracias a varios mecanismos
denominados transudacion y exudacion, con la produccién conjunta de IgA en esta
mucosa (12). Aunque las vacunas se convierten en una buena estrategia de
proteccion, el estudio realizado sobre la respuesta inmunolégica pos-vacunal contra
VPH en Bogota, Colombia sélo evalué la presencia y cantidad de anticuerpos
generados contra el virus en sangre (13) y no se midieron anticuerpos en la mucosa
vaginal desconociendo que es en este tejido donde se presenta el contacto con el
virus en la infeccion natural. Por esta razén, se hace necesario determinar el nivel de
anticuerpos contra VPH en la mucosa vaginal de mujeres vacunadas, que puedan
proteger a esta poblacion frente a una posible exposicion futura a este
microorganismo. En consideracion con lo expuesto anteriormente, los niveles de
anticuerpos hallados en la secrecion de endocérvix y su correlacion con la edad, con
el tiempo transcurrido después de la vacunacion y otras variables, permitiria dar
respuesta a los siguientes interrogantes:
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¢ Son suficientes los titulos de anticuerpos generados por la vacuna a nivel de la
mucosa vaginal, para proteger frente a una futura exposicion al VPH? Los cambios
de la respuesta inmunoldgica debidos a la edad se constituyen en un factor que se
tendra que tener en cuenta para la aplicacion y efectividad de la vacuna?

A pesar de los estudios realizados sobre la efectividad de la vacuna contra el VPH
no existen reportes en la literatura cientifica que analicen la cantidad de IgG e IgA
contra el VPH a nivel de la mucosa vaginal, su sostenibilidad en el tiempo y su
relacion con los cambios inmunoldgicos debidos a la edad en mujeres colombianas
vacunadas. Es importante anotar que la potencia del sistema Inmune para producir
anticuerpos puede disminuir en razon de la edad, como consecuencia propia de los
sistemas biolégicos y de la senescencia celular. Por lo tanto, llevar a cabo la
presente propuesta, mediante la cuantificacion de Acs protectores presentes en el
endocérvix de mujeres vacunadas de diferentes edades con una prueba de ELISA,
permitiria determinar la efectividad de la vacuna en la poblacion antioquefia y
establecer si dicha efectividad se disminuye en relaciébn con la edad, lo que
implicaria la necesidad de re-formular las dosis de vacunacién en esta poblacion
susceptible, beneficiando a la poblacion femenina expuesta, evitando aumento en
las tasas de morbilidad y mortalidad y disminuyendo los costos por atencion primaria
que deben asumir las Entidades Prestadoras de Servicios de Salud, debido a
procesos infecciosos o al desarrollo de cancer de cervical de sus usuarias.

OBJETIVO GENERAL

Cuantificar los niveles de anticuerpos anti-VPH16 y anti-VPH18 en mucosa cervical
de mujeres entre los 18 y 55 afios sometidas al esquema completo de vacunacion
contra el VPH mediante la prueba de ELISA.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Titular anticuerpos de tipo IgG e IgA contra VPH vacunal provenientes de
muestras cervicovaginales obtenidas de mujeres vacunadas con edades entre
los 18 y 55 afios, mediante una prueba de ELISA directa.

2. Establecer diferencias entre los niveles de anticuerpos encontrados en
mujeres con edades entre los 18-30 afios, entre 31-39, entre 40-45 y entre
46-55 afos.

3. Concluir mediante los datos estadisticos estimados, la sostenibilidad en el
tiempo de la produccién de IgG e IgA contra el VPH generados tras la
aplicacion del esquema completo de vacunacion, en el grupo de mujeres
mayores de 40 afos estudiadas.



METODOLOGIA PROPUESTA
Tipo de estudio

Estudio descriptivo transversal
Poblacion muestral

Todas las mujeres que posean el esquema completo de vacunacion para VPH
reportadas en las bases de datos de EPS y entidades privadas habilitadas por la
Direccional Seccional de Salud para la aplicacién de la vacuna.

Muestra poblacional

De la base de datos se seleccionara aleatoriamente un grupo de mujeres entre 18 y
55 aflos. Tamafo muestral: muestra suficiente.

Criterios de inclusion:

- Esquema de vacunacion completo
- Tener entre 18 y 55 afios

Criterios de exclusion:

- No poseer el esquema completo de vacunacion para VPH

- Tener menos de 18 afios y mas de 55

- Tener alguna inmunodeficiencia

- Que haya transcurrido menos de un afio después de la aplicacion de la dltima
dosis vacunal.

Recoleccion de la muestra de endocérvix

Cada participante deberd diligenciar un cuestionario (ver anexo) y firmar el
consentimiento informado (ver anexo) previo a la toma de la muestra.

Toma de la muestra;:

1. Suero: Se obtienen 5 ml de sangre periférica por medio de venopuncion. Se
rotula un tubo sin aditivos, tipo vacutainer (tapa oro), se hace asepsia en el
sitio de eleccion para la sangria y se procede a la toma de muestra. Se
centrifuga el tubo a 2500 rpm durante 10 minutos, con ayuda de una pipeta
pasteur se separa el suero a un vial debidamente rotulado con el codigo del
paciente.

2. Secrecion cervical: Se debe rotular un criovial con el codigo asignado en la
base de datos de la muestra. Antes de tomar la muestra, se debe pesar la
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esponja oftalmica Merocel (XOMED Surgical Products) y registrar el valor
obtenido.

En posicidén ginecoldgica, se introduce el espéculo y luego de localizar el
cuello del utero, con ayuda de una pinza Forester se debe poner la esponja
en su abertura por 30 segundos, ésta se retira y se deposita en un criovial
estéril de 2 mL para ser conservada temporalmente en hielo seco y luego
pasarlo a -70°C. Este procedimiento se hara dos veces por paciente,
rotulando los viales como #1 y #2 de acuerdo al momento de la toma de la
muestra.

Procesamiento de la muestra

Cada esponja que contiene la muestra congelada de secrecion cervical, debe ser
pesada para estimar el volumen de muestra absorbida por la esponja. Luego se
adiciona lentamente a la esponja 300 uL del buffer de extraccién (PBS, 256 mM
NaCl, 100 ug/mL de aprotinina). Después de 30 minutos a 4°C, las esponjas son
centrifugadas a 13.000 x grav por 15 minutos a 4°C en una microcentrifuga para
separar la muestra recolectada de la esponja. Inmediatamente, se retira la esponja,
se deposita en un vial distinto, se adicionan 300 uL del buffer de extraccion y se
centrifuga en las mismas condiciones anteriores. Los sobrenadantes obtenidos en
ambas extracciones son combinados. De esta mezcla se retiran 5 uL para la
deteccidon de hemoglobina. Posteriormente, se adicionan 4 uL de suero fetal
bovino al resto de la muestra. La muestra se alicuota para la cuantificacién de
anticuerpos o se congela a -70°C para su analisis posterior (14).

Cuantificacion de anticuerpos anti-PVH16 y anti-PVH18 por ELISA

Las muestras de secrecion cervical se deben descongelar a temperatura ambiente y
luego son diluidas comenzando con una dilucion 1/10 y luego de manera seriada se
hacen siete diluciones dobles en la solucién de bloqueo (PBS 4% de leche
descremada y 0.05% Tween 20).

Los microplatos de 96 pozos (Maxisorp, Nunc) son cubiertos con los péptidos VLP
L1 (0.1 pug/mL) de HPV16 (270ng/100uL) y HPV18 (270ng/100uL) diluidos en buffer
bicarbonato/ carbonato de sodio (0.1M de carbonato de sodio, 0.1 M bicarbonato de
sodio pH 9.6) a 4°C por toda la noche. Posteriormente, los platos son lavados
cuatro veces con TBS que contiene 0.1% Tween 20 (TBS/Tween 20). Los sitios de
union inespecifica son bloqueados con 200 uL de PBS que contiene 5% de leche en
polvo sin grasa y 0.05% Tween 20 (Tween 20 diluido en 0.9% de cloruro de sodio,
solucion NT) por 2 horas a 37°C. Después de lavar con solucién NT, se adicionan
las diluciones seriadas de las muestras, los standard y controles, diluidos en buffer
por 2 horas a 37°C. Se realizan cuatro lavados con la solucion NT y se adicionan
100 uL de anti-lgG humana o anti-lgA humana de cabra conjugados con peroxidasa
diluidos 1:500 previamente en buffer de bloqueo, a cada pozo (Kirkegaard and Perry
Laboratories, Gaithersburg, MD, USA). Los platos son incubados por 1 hora y media
a 37°C. Después de lavar cuatro veces con el buffer NT, se agrega
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tetrametilbenzidina (TMB) a cada plato y se adiciona acido sulfarico 0.36N para
finalizar la reaccion. Leer a 450/620nm. Los titulos de anticuerpos son calculados
por mediciones de absorbancia hechas en referencia a la curva standard, realizada
con anticuerpos IgA e IgG de cabra contra VPH, usando la siguiente ecuacion de
cuatro parametros: A+{(B-A)/[1+((C/DO)"D)]} donde DO:densidad optica, A:asintota
minima de la curva, B: asintota maxima de la curva, C: el punto medio de la curva y
D: la pendiente de la curva. Software: Soft Max Pro (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, USA). (14,15,16)

Se debe calcular el factor de dilucién para la normalizacion de las muestras. La
determinacion del factor se realiza basandose en el peso seco de la esponja vy el
volumen de la muestra como se describe a continuacion: [(x-y) + 0.6 ml de buffer]/(x-
y), donde x corresponde al peso de la esponja después de la recoleccion; y es el
peso de la medicion de la esponja seca (Castle P. 2004).

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES.

Tiempo en meses 1 2 3 4 5
Agosto | Septiembre | Octubre | Noviembre | Diciembre

a. Ajuste al proyecto de
investigacion

b. Ubicacion poblacion
objeto

c. Seleccién de la muestra
y depuracién de la base X
de datos

d. Toma de muestras por
citologia y X
procesamiento

e. Analisis de datos
obtenidos

f. Informe final
Presentacion y
divulgacion de
resultados

g. Bibliografia X X X X X




RESULTADOS ESPERADOS

Se hace necesario desarrollar estrategias para el control eficaz del virus, estas
deben albergar:

Crear programas de vacunacion masivos en la poblacion con alto riesgo de contraer
infecciobn por VPH, principalmente mujeres con vida sexual activa; permanecer
ajenos a esta imperante necesidad tendra& como consecuencias un aumento
progresivo en el desarrollo de cancer de cérvix, en las tasas de morbilidad y
mortalidad, en los costos por atencion hospitalaria en lo concerniente a la aplicacion
de terapias efectivas para garantizar sobrevida después de la infeccion.

Es importante implementar proyectos de investigacibn que conlleven a vigilar,
predecir y cuantificar los niveles de Ac protectores desarrollados tras la aplicacion de
las vacunas existentes, no hacerlo puede desembocar en el desarrollo tardio de la
infeccion por la carencia de Ac capaces de mantenerse a largo plazo en el cuerpo.

No establecer los titulos de IgG e IgA contra el VPH y la calidad de esto en relacion
a la respuesta inmune en mujeres mayores de 40 afios vacunadas contra el VPH,
comparadas con mujeres vacunadas entre los 18 y 55 afios, y como respuesta a la
primera dosis de vacunacion, se puede constituir, sin lugar a dudas, en una de las
principales causas del aumento en las tasas de morbilidad y mortalidad por infecciéon
o reinfeccion con el VPH y el desarrollo de cancer cervical, lo que a su vez
repercutira en los costos de atencién hospitalaria implicadas en el tratamiento de
procesos oncoldgicos.

Si ya se ha demostrado en los estudios retrospectivos del VPH, que su nicho por
excelencia son las células escamosas del tracto cérvico-uterino, es decir su
desarrollo exitoso esta en el tracto genital femenino; considerando ademas, que el
70% de los casos con desarrollo de cancer cervical obedece al papiloma virus, se
postula éste como la primera causa de mortalidad y morbilidad en mujeres, que tras
adquirir la infeccion y no desarrollarse la inmunidad natural de manera eficaz,
cuando se ha estado expuesta al virus, se desarrollan lesiones pre-cancerosas que
rapidamente devienen en cancer de cérvix; atendiendo ademas a otros factores no
menos importantes , tales como:

a- Que la poblacion femenina en Colombia comienza su vida sexual cada vez mas
temprano.

b- Que el promedio de mujeres cabeza de familia es de orden ascendente en el
panorama social propio del pais, donde el conflicto social deja desprotegidos a
las familias ya sea por muerte violenta del padre, por abandono del hogar o los
altos indices de separacion de parejas, lo que conlleva a que las mujeres
asuman en parte o totalmente la economia familiar, y que ante la muerte de
estas madres cabeza de familia, seria inevitable la agudizacion de la
problematica social del pais.
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c- Que los costos de tratamiento por cancer se triplican en los sistemas
hospitalarios que deban atender a mujeres con desarrollo de cancer cervical,
versus aplicacion masiva de dosis profilacticas de vacuna.

d- Que los estudios existentes no aseguran proteccion prolongada en mujeres
mayores de 40 afios, tras la vacunacion profilactica.

Por todo lo anterior es apenas logico que los principales beneficiarios en el
desarrollo de esta investigacion sea la poblacion femenina mayor de cuarenta afos,
susceptible de no estar protegida tras la primera dosis de vacunacion, pretendiendo
que tras re-dosificar las dosis de vacuna como conclusion de este estudio, dicha
poblacion pueda contar con niveles de proteccion verificables y de alta calidad en el
tiempo (mas alldA de los 18 meses promedio reportados en la literatura),
disminuyendo el impacto social, econémico y de salud que significa contraer el VPH
en la poblacion femenina en Colombia; ya que el estudio se llevaria a cabo a partir
de mujeres del Valle de Aburra, a través de la Secretaria Seccional de Salud de
Antioquia, sus resultados se podrian generalizar y convertirse en marco de
referencia para cualquier poblacion femenina, en tanto el virus hasta ahora no ha
mostrado prevalencia dependiente de razas, zona geograficas, estratos
socioeconémicos, sino, caracteristicas trépicas propias del clima celular en que se
desarrolla con éxito.

COMPROMISOS Y ESTRATEGIAS DE COMUNICACION

Publicacién de un articulo en revista indexada y presentacion en eventos de salud
publica.

FUNCIONES DEL ESTUDIANTE

e Participar de acuerdo al desarrollo del proyecto en la recopilacion de la
informacion.

e Apoyar en la revision bibliografica de los temas relacionados con la misma en la
bases de datos bibliograficas indexadas y en la literatura gris existente
relacionada con el tema.

e Servir de apoyo en el proceso de analisis y discusion de resultados y en la forma
de presentacion final de la informacién.
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PRESUPUESTO

RUBROS TOTAL
Personal 70.000.000
Servicios Técnicos 3.500.000
Equipos y Software 23.000.000
Impresos y Publicaciones 3.000.000
Viajes 32.840.000
Materiales e Insumos 50.000.000
Comunicaciones y Transporte 10.000.000
Administracion 2.500.000
TOTAL 194.840.000
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