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RESUMEN

AntecedentesLa infeccién producida pet Virus del Papilomawnano (VPH) representa una

de las enfermedades deansmision sexual mas comamivel mundial. La familia de los VPHs
cuenta con mas de 150 tipos virales de los cuales 40 son transmitidos sexualmente e infectan
organos tanto del homter como de la mujer. A lo largo de la historia numerosos estudios han
demostrado lamportancia de laelacion que existe entre la infeccién por VPH y el desarrollo
de cancer cervicouterino (CaGQaur Hausen, 1996; Bosch y de Sanj@893; Parkin, 2006)
Objetivo. Conocercuales son los genotipos del Virus del Papiloma Humano presentes en
muestras de citologia cervical recibgdan el CICMED vy la frecuencia de cada genotipo
encontradoen las muestras analizadas en el periodo de enero a abril del Ridigrial y
Método. Se empled eKit de Rochdinear Array HPV @&otyping tes®que es ungorueba
cualitativa para la detecciom vitro de VPH ercélulas cervicales conservadas solucion
PreservCyt®el cual se basa da amplificacion del ADN diana derégion L1polimorfica del
genoma del VPHnediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la hibridacion de
acidos nucleica<l kit escapaz de detectaADN anogenital d87 genoipos de VPHg( 11, 16,

18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45,52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70,
71, 72, 73 (MM9), 81, 82 (MM4), §8IM7), 84 (MM8), 1S39 y CP6)p@&demaspermite
identificar multiples genotipos de VPH en la misma muedRasultados.Se procesaron un

total de 53 muestras deepillado cervical, de mujeres tanto del CICMED como del Hospital
Materno Perinatal Morta Preteliniprevio consentimientoinformado de las cuales 17
(3208%) fueron positivas para algufs) de 1037 genotipos quedetecta el Kit, mientras 36
(67.92%6) resiltaron negativasEn las muestrase dete¢aron un total de 18 genotipod/PH 6,

16, 18, 31, 39, 45, 51, 52, 53, 54, 58, 62, 66, 67, 71, 8GF#4,08siendo el VPH 18.7.65%

y el VPHB4 (17.65%los de mayor frecuenci€onclusioneskste estudigpermitié conocetos
genotipos del Virus del Papiloma Humano presentes en las muestras de citologia cervical
recibidas en el LaboratoricedBiologia Molecular del CICMED y conjuntamentilaetifico

gue losgenotiposmas frecuentesen las muestras pertermgentes a mujeres mexiquenses

fueron el VPH 16 y el VPH 84.




GDSY20ALAFAOI OAsy RSt +ANHzz RSt tFLAE2YlF 1 d&ly2 Sy Y

INTRODUCCION

Desde 1948 surgieron las primeras observaciones sobre cuél podria ser la causa del desarrollo
del cancer cervicouterino (CaGayr Hausen, 1977)irSsembargofue hasta hace poco mée

30 afios cuando se sugirio que la infecqéoducidapor el Virus @l Papiloma Humano (VPH)

era lacausal de dicho cancer, siendo esta la igea concederia méas tarde en 2008 el premio
Novel aHarald zur Hausefzur Hausen2009)

Actualmente séna establecio que alrededor del 95% de los casos de CaCu son atribuibles a
la infeccion por VPH, siendo calificada como la causa necesaria pero nengaiffiara el
desarrollo de estéBoschy cols., 2006)

De acuerdo a la Organizacion Mundial de Said$) el CaCu es el cuarto cancer mas comdn
en mujeres, con un estimado de 528, 000 nuevos casos en(¥0d2d Health Organization
IARC, 2017)

En 2007 el Dr. Aurelio Cruz Valdez, del Instituto Nacional de Salud Publica €éidN&B)qlie

Sy aSEAO2 aKFe OAFNIa ljdzS§ NBGStt+y 1jdzS dp: RS
activa ya han tenido una infecciéon por VPH. La mayoria llega a controlarlo con su propio
sistema inmune, @ro aquellas que nderminan por desarrollartcy O S NJ (i $Instianl y 2 €

Nacional de Salud Public2013)

Actualmente la técnica mas utilizada para la deteccion de CaCu es la citologia convencional
junto con la tincion de Papanicolaou (Pépineda y Ceballos, 2008Jo obstante, la estrecha
relacion de causalidad que existe con el VPH ha impulsado el desarrollo de nuevas técnicas que
permiten detectar el genoma y/o identificar el tipo viral involucrafide Guglielmo y

Rodriguez, 2010)

Por tanto la prueba de acido d@srribonucleico (ADN), mediante la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR), constituye un método sensible y poco invasivo para determinar la presencia
de una infeccion cervical activa por VPH, para con ello evaluar la efectividad de las vacunas

gue actwalmente existen; supervisar la persistencia de genotipos especificos asociados con un

10
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riesgo elevado de enfermedades cenldsay carcinogénesis cervical, apartefdeilitar las
investigaciones epidemioldgicas soblee infeccion por VPHInstituto Naciona de Salud
Publica, 2015; Roche Molecular Systems Inc, 2008).

11
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CAPITULO I. MARCO TEOF
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1.1 Antecedentes

En tabla Ise dan a conocer algunos articutpge han sido publicadasobre infeccion de VPH

Sy Y

en myeresmexicanas principalmente. Se menciona el método empleado, la frecuencia de la

infeccion y los genotipos detectados.

Tabla 1 Estudios sobre frecuencyagenotipos de VPH en México.

Método de . . .
Autor/Afio Poblacion deteccion de Incidencia de Genotipos de VPH
VPH identificados
VPH
Linear Oncogénicos: VPH 16
1160 hombres
(Ishibashiy 362 Mexicanos Array HPV (6.5%), 51 (6.5%) y 59 (5.3
cols, 2008) Cuernavaca genotyping 61.9% (n=224) No oncogénicovPH 84
’ Morelos " test® y Nested (7.7%), 62 (7.3%) y 6 (6.6%
PCR ®
50 mujeres PCR e .
. citologl'ajnormal hibridacion 05209 VIR (01008 812, €
(Capdevilley P _ 18, 56 h=2] y MM7),
perocon reversa en linea  16.0% (n=8) .
cols., 2009) ; 12.3% probable AR (tipo
cambios (Reconoce 27 26) y 12.5 % VPH 11
nucleares tipos de VPH) yieowh
VPH 16:45.%%
. VPH 18: 31%
Séf;azzq(;‘fg; 236 mujeres PCR 31.3% VPH 31: 16%
” VPH 6: 10%
VPH 11: 6%
. . PCR muiltiple VPHAR= 43%
(Lépez, Medel, 929 mujeres de — 1m0
Villalba y laCiudad de  IPVAAACE g 104 (nogs)  VPH 18242%
Sanchez, 2012) México SEEEIE), VPH 1.6_ 14% .
’ Seeplex ® Infecciones multiplest 0%

Articulos base
de datos
PubMed

(Peraltay cols,

2012) 8.706 mujeres

CaCu: VPH 16 (63.1 %), 18
(8.6%), 58 y 31 (5%)

HSIL: VPH 16 (28.3%), 58
(12.6%), 18 (7.4%) y 33
(6.5%)

LSIL: VPH 16 (13.1%), 33
(7.4%), 18 (4.2%) y 58 (2.6
Citologia NormaNPH 16
(3.4%), 33 (2.1%), 18 y 58
(1.2%)

13
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Continuacion tabla 1.
Método de . . .
Autor/Afio Poblacion deteccion de Incidencia de Genotipos de VPH
VPH VPH identificados

VPHAR: 52 (6,58%); 59 y 4
(5.26%); 16, 31, 56 y 58
(3.95%); 82, 44, 35, 68 y 7<
(2.63%); 3339, 67, 18, 62,

] : 51, 32'y 34 (1.32%).
Weralliers, 102 muestras | CR ynicro VPHBR: 6 (10.53%); 84
Gbmez \5olis, : arreglosLCD 35.29%6 (n=36) )

2015) de mujeres Array. Chiorén@ (5.26%); 11, 70, y 61
Y, ~hip (3.95%); 54, 81y 42 (1.32%
Otros: 91 (6.58%); 66
(2.63%); 90 y 53 (1.32%)
Un genotipo: 38.88%
Mdltiple: 61.11%
Mas frecuente en todos los
12.36% grupos:VPH 16
Linear muestras Controles: VPH 62, 51, 84,
. normales 18, 53 y Cp6108
%ﬂ‘;‘;aw CoIS. 825 mujeres éer;"g H:: V' 46.03% LIEBG LIEBG: VPH 84, 58, 59 y 6:
te;t’(g 9 100.0% LIEAG y LIEAG: VPH 31, 18, 70, 6, !
CaCu 59, 66 y Cp6108
CaCu: VPH 18, 45, W8y
39
VPH 16= 43.6%
55 muestras de Linear Seguido de VPH: 58, 31, 1¢
(Ortegay cols., citoloaia Array HPV 92 73% y 70
2016) cervigal Genotyping ’ Un genotipo= 38.2%
test® 2 genotipos: 23.6%
3 0 mas genotipos: 30.9%
16, 59, 51,y 42
(Casillas, Flores S VPHAR= 77 %
Lozano, Pérezy Mii?e(rjree H|br|§£a:gon y 7.0% (n=22) Un genotipo= 59%
Llaca, 2017) y 2 genotipos= 23 %
3 genotipos= 18 %
(Gallegos, : 0 0
Rivera, Presno y . Captura de VPH: 51 (42 %), $38 %),
Cervantes 1163 mujeres hibridos v PCR 36.0% 16 (37%) y 33 (34%)
2017) ' y Infeccion maltiple: 75.3%

14
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1.2 Historiadel descubrimiento de la asociacion del VPH con el desarrollo del CaCu

La importancia de las verrugas o papilomas se ha establecido desde la antigiedad
reconociendo la etiologia de Ilafeccién desde el siglo X(X6pez y Lizano, 200@n 1933,
Shope estudi@ aisl6 el primer papilomavirus de las verrugas que aparecen en los conejos cola
de algoddn y posteriormente observaronagal inocular extractos de esasrrugas en conejos
domédicos, las lesiones que presentaban manifestaban progresiones malignas en las células
del tejido(Peyton y Beard, 1935)

El terminaatipia coilocitéticafue acufiado por Koss y Durfee en 1956 para describir los cambios
anormales que presentaban las céluEsamosas de citologias cervicales de pacientes con
displasia y carcinoma invasor caracterizadas por grandes vacuolas perinucleares (coilocitos)

(De la Fuente, Guzman, Barboza y Gonzalez, 2010)

Desde 1972 aparecieramumerosos estudios que trataban dstablecer la relacion entre el
CaCu y la infeccion por papilomavirussultando asla hipotesis del Dr. Haraldiz Hausen

sobre que el cancer de cuello uterino podria surgir por infecciones con el mismo virus que se
encontraba en condilomas acuminadosskeriormente, el aislamiento de VPH 6 de papilomas
laringeos y el VPH 11 permitieron dar sustento a esta hip6teris982 Gissmann y otros
publicaron los primeros tres informes sobre la secuenciacion de VPH en tumores humanos,
encontrando ADN de VPH @& éiopsias de condiloma acuminado gigante conocido como

tumor de Buschk&.owensteinzur Hausen2009)

El aislamiento de VPH 16 y VPH 18 junto con la recurrencia con la que eran encontrados estos
en las biopsias de CaCu hizo evidente que estos virusngesaban un papel importante en

el desarrollo del CaCu. Por estos descubrimientos y posteriores estudios que condujeron a una
mejor comprension del mecanismo de carcinogénesis mediada por VPH y el desarrollo de una
vacuna preventivafueron las principalesazones por las que se le concedi®al Harald ar

Hausen la mitad del Premio Novel en el 2088belprize.org, 2016)

15
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1.3Generalidadedel VPH
1.3.1Taxonomia

Los papilomavirusorrespondera la familigPapillomauidaey el VPH pertenece a cinco ties
16 génerosde esafamilia: alfa, beta, gamma mu yun (figura 1)(de Villers, Fauquet, Broker,

Bernard yzur Hausen, 2004)

Genus
Alpha-papillomavirus

Beta-
papillomavirus

Delta-
papillomavirus

Gamma-

. o o . ,v
Epsilon-papillomavirus penBiomissinis

Zeta-papillomavirus ¥V PORY

1 BPV

MmPV w “ \BPV3 ’
‘CRPV \ FdPV e
U

63
o~ Q):M/Pspv\ Pi-papillomavirus
H i FcPV 41
Eta-papillomavirus &' / I k v Bkl
) ) \P_e_PV Mu-papillomavirus '  Xi-papillomavirus
Theta-papillomavirus Lambda-papillomavirus X

Kappa-papillomavirus Nu-papillomavirus
lota-papillomavirus

Figura 1 Arbol filogenético con 118 tipos de VPH.
Fuentesde Villiers ycols, 2004

16
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1.3.2Caracteristicagel VPH

Los papilomavirus presentan un alto tropismo por las célul@eleggpes de la piel y mucosas,
sus principales caracteristicas se describen tal{Br@oks, Carroll, ButeMorse y Mietzner,
2011)

Tabla2. Caracteristicag funciones de las estructurael VPH.
Estructura Funcion
. Cépside Icosaédrica de 55 nanémetros (nm) dendtéo
Virion . .
y 72capsomeros (figurd).
Composicion ADN (10%) y Proteinas (90%)
Genoma ADN bicatenario, circular d&Kpb

La proteina mayor L1 (peso molecular de 55 KDa)
Proteinas estructurales proteina menor L2 (peso molecular de aproximadame

de 75 KDa)
Cubierta No tienen
Nucleo Sitio de replicacion

Fuente: Modificado d@&rooks ycols., 2011.

Figura 2 Microfotografiaelectrénica del VPH con tincién negativa
Fuente:Laboratory of Tumor Virus BiologiNIHVisuals Online# A86103067.

17
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1.3.3Clasificaciode genotipos del VPH

De los més de 100 tipos de VPH identificados 40 infectan el tracto anogeaitadedor de

30 se asocian con el desarrollo de CaCu. No existe urificalgién definida totalmente. i

embarggpueden considerarsea@nai A Ll2a RS =+t 0O02Y2 RS a4l td2
RS /F/dzZ I wmt Oganz2 RES 2N RHEASNIS i MBiBogzy casl I 6 £ |
2003)

Tabla 3 Clasificacion de genotipos de VPH base ersu nivel daiesgo oncogénico.

Clasificacion Genotipos devPH

16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 5
53, 56, 58, 59, 66, 67, 68, 73, 82

6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 57, 61, 62
70,71, 72, 81, 83, 84, CP6108

Alto riesgo

Bajo riesgo

Riesgo no determinadc 34

Fuente:Mufiozy cols, 2003.

Actualmente existe otra clasificacion que hace una division en tipos y subtipos de VPH
basandose en la comparacion de la secuencia de ADN de E6, E7 y L1 con la misma de todos los
VPH conocidos. Una homologia inferior al 90% supone un nuevo tipo, mieniEagang

superior al 90%, un subtipo del tipo anteriormente desdfite Villiersy cols., 2004)
1.3.4 Estructura del genondazl VPH

El genoma de los VPH se puéiadir en tres zonas (figui@): la region larga de control (LCR),

la region temprana (Eearly), y la regién tardia (Llate) (Samorski, Gissmann y Osen, 2006)
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regulation of
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Pg7: Promaoter L1, L2 Late Reglon Ganes

Figura 3Mapa genético del VPH 16
Fuente:Hubbard, 2003

1.3.4.1 Region Larga de Con(tdCR)

Se conoce también como unidad reguladaacodificante (URR) (figura 4) ya que como el

en los VPH genitales, susneipales funciones son: regular la expresion genética (tanto de la

del ADN y potencia la transcripcién de promotores de sintesis de(@fRNam, 2010)
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nombre lo indica no codifica para ninguna proteina; representa entre el 7y 11 % del tamafio

total del genoma dependiendo del virus, contiene aproximadamente 850 pares de bases (pb)

region temprana como de la region tardia, principalmente de los genes E6 y E7), la replicacion
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Figura 4Mapa Genético de la Region Larga de Control de los VPH.
Fuente:Graham, 2010

1.3.4.2 Region temprana

Se encuentra formada por seis genes (E1, E2, E4, E5, E6 y Brodueen proteinas no

estructurales generadas a partir de un promotor temprang.(Bstas proteinadesempefian

un papel importante en la replicacion y la transcripcion viral (tabjeed)h modificacion

estructural de las células infectadas, su sefalizacion,ckuyen el control de la apoptosis.

Ademas modulda respuesta inmunéRuiz, 2003; Graham, 2010)

1.3.4.3 Regi6n Tardia

Esta formada por los genes L1 y L2 que son las protegtagteirales de la capside viral

necesaria para la transmision, la propagacion y la supervivencia del virus. Se expresan en las

células diferenciadas del epitelio (en la capa granular) a partir de un promotor tarfien(P

Sy

fases finales de la infecciomftla 4 Graham, 2010; Mascarefias, Ortiz de la Pefia, Cruz y Sams,

2007)
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Tabla 4Funciones de los genes del VPH

Genes

Funciones

E1l

E2

E3

E4

ES

E6

E7

L1

L2

Modulador de la replicacién de ADN,
mantenimiento del plasmido, represion de la
replicacion

Regulacion de la transcripcion viral, represion
E6y E7, uniones con LCR

Desconocida

Disrupcién de la citoqueratinen células
escamosas, detencion del ciclo celular, ensan
del viridn
Control del crecimiento, detencion del clico
celular y modulacién inmunologica

Oncoproteina, inhibe la apoptosis, regula la
proliferacion y transformacion celular, ligada
p53

Proliferacion y transformacién celular, activaci
de la transcripcion, ligada a gen Rb

Mantenimiento de la proteina mayor de la
capside

Proteina menor de la capside

Fuente:De la Fuentg cols., 2010; Grahan2010.

1.3.4.4 Gen LI

Dentro de esta region se regula la transcripcion de los genes E6igiie7ui peso molecular

Sy

de 55 Kilodalton (KDa), se encuentra presente en el 80% de la composicion de la.capside

Presenta variaciones en el tamafio y composicion de nucleotidos en los diferentes tipos de VPH

pero en general es un fragmento altamente conservado a diferencia de la L2, que presenta

mas variaciones. Este hecho junto con la una reactividad cruzada engerlospos de VPH

hace que se tenga un interés estratégico en este gen, para el desarrollo de técnicas de

diagnéstico y en la investigacion de modalesvacunaglLopez y Lizano, 2006; Vilata, 2001)
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1.4 Ciclo Viral

La transmisién de VPH epiteliales es pontacto directo de persona a persona con areas
infectadas de la piel. Los VPH genitales aesimiten por contacto sexualobstante sehan
sugerido otras vias de contagio como los fémitesm embargono parecen sesignificativas

(American Cance3ociety Inc, 2014)

La infeccion comienza con la adhesién de viriones a células basales o germimnales de
una abertura en el epitelio estratificaga partir de lo cual puedepresentarse dos tipos de

infecciones: latente o productiva (figura(®oorbar, 2005)

NORMAL

El virus se introduce en la piel a través

INFECTADO

Célula escamosa madura

de un cuerpo extrafio o microabrasion

Célula Presentadora

Virién _| =@ °
VPH ( Ql— > O@ - : > 0 de Antigeno (CPA)
e s o Q o
L1vlL2 00 o 2 ® o 5) oo : o3 Capa escamosa
Célula suprabasal Oa = O Q/.. O'O of\o { oY o = madura
} TERETY -6- > O O ‘ o@ | O O ’
(- @ e et T 540 ¢ o |Capa
N e O 8[Y/0 ] © of O 25 0\ |escamosa
E!)!somas E6VE7 (@ | ® ) ® ® Y @ ololo o10/0Y o o
viricos DO TYOE: S Queratinocitos
0)0o/ O /s 0 itelial
Capa amplificadora ® ®|efe \ 0 \o ESiseoer:s ne
transmisora expandida ®)8 rele ololo]o 0
Célula amplificadora \ B (&) [P NC) o o 0 o] \© b
transmisora . T YT = > Membrana
— E6yE7 s :L Célula amplificadora 2 b3§3|.
( I a1 ! transmisora epitelial
—J| E1VE2 o ‘g | (Divisora)
Episoma viral ~ icos :
ElyE2

Figura 5Ciclo viral del VPH en el epitelio estratificado
Fuente: Modificadale Frazer, 2004.
1.4.1 Infecciones productivas o activas

Laproduccién de viriones no ocurre hada capa exterior del epitelio.obbstante, esta ligada

alareplicacion viral y al proceso de queratinizacion y diferenciacion celular. Existe controversia
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sobre cual es el receptor que permite la unién del virua aélula pero se ha sugeriad
complejo integrinaa6 ¢ b4 como el receptode membrana. Aeméas de que se alude que la
entrada depende de laresencia de proteglicanade sulfato de heparina en la membrana
plasmatica, los cualgsodrian ser el primer lugate uniény posteriormentela unién con el
receptor. La introduccién del virus ocurre por endocitosis de vesiculas cubiertas de clatrina. El
ambiente reductor de las células basales puede propiciar el rompimienttosdenlaces
disulfuro internos de la cpside lo que provocaria el desensamble del virién y permitiria el
transporte del ADN viral al nicleo, donde se cree que para mantener el genoma como un
episoma se expresan las proteinas E1 y E2 que ademas facilitameletac@egregacion los
genomas durante la division celular, esta infeccion inicial continua con un fase proliferacion,
en la cuake expresan las proteinas E7 y E6 que evitan que las células basales termioken su

de diferenciacionuna vez que emigranl &strato suprabasal del epitelio y promueven la
proliferacion mediante interacciones con proteinas celulares responsables del control del ciclo
celular, estimulando el pogresode la fase del ciclo celular de G1 a S. El virus amplifica y
empaqueta su germa para producir viriones infecciosos en las capas intermedias o superiores
del epitelig donde aumenta la actividad del promotor tardio, que se encuentra en el marco
abierto de lectura de E7 y promueve la expresion de proteinas involucradas en la r@plicac
del ADN viral (E1, E2, E4 y E5) y de las que constituyen la capside (L1y L2). Se requiere que E2
se una a LCR y promueva la union de E1 en sitios donde se de origen a la replicacion viral. Las
particulas virales son ensambladas en el estrato granwalekepitelio y es en la capa superior

de este donde las células infectadas se descaman pero permanecen en el ambiente antes de
gue el virus sea transmitido a una nueva superficie epitelial. El virus al ser resistente a la
desecacion se establece extradahmente y puede ser trasmitido. Se ha sugerido que la
proteina E4 rompe los complejos de citoqueratina contribuyendo asi a la salida del virus de las

capas superiores del epitelio ya que el VPH no es (liiqwez y Lizano, 2006; Doorbar, 2005)

Algunos ipos de VPH provocan que el genoma viral se amplifigue en células escamosas
superficiales y produce miles de copias por célula, lo cual ppen@car la activacion des

genes tardios L1 y L2 que producen la proteina de la cipside, dando lugar a vjueras

23



GDSY20ALAFAOI OAsy RSt +ANHzz RSt tFLAE2YlF 1 d&ly2 Sy Y

acumularse en las células provocan la aparicion de caracteristicas anormales como lo son: la
presencia de un halo claro perinuclear y un nucleo irregular agrandado e hipercromatico que

frecuentemente presenta fenémenos de binucleacirazer, 2004)
1.4.2 Remision de la infeccién

La regresion de las lesiones provocadas por el VPH se lleva a cabo en aproximadamente 16

semanas y se asocia a la infiltracién celular de linfoci{@odrbar, 2005)
1.4.3 Infeccioatente

En el ndcleo de las células basales el ADN del virus se encuentra en forma episomal (forma
circular libre) y se replica por via extracromosomal sugirieraioo causa laxpresion de los

genes E1 y E2, mientras qaeebpresionde los genes E6 y Huarante esta fase del ciclo de

vida del virus no es necesarian Este estado no hay cambios morfologicos que se puedan
identificar, por lo que la deteccion viral en este tipo de infecciones solo puede hacerse por

meétodos molecularegDoorbar, 2005; De la Fuenyesols., 2010)
1.5 Aspectos clinicos

La verruga o papiloma es la manifestacion morfolégica mas comun de la infeccion por VPH. En
la piel pueden ser verrugas planas (superficiales) o verrugas plantares (mas profundas). Las
verrugas genitales, o condilomas son causadas por los genotiposehyuhl90 % de los casos
(Lépez y Lizano, 2006)anto losVPHs oncogénicos conus no oncogénicos, pueden causar
lesiones intraepitelialedas cuales en la mayoria de los casos se revierten espontaneamente
(figura 6). 3n embargg la prevalencia de la faccion yla respuesta inmune determinan la

progresion de latesionegFrazer, 2004)
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Persistencia Viral del VPH

Cérvix normal infectado por
VPH

Figura6. Desarrollo deCanceiCervicauterino.
Fuente: Modificada d&chiffman yols., 2007
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Existen diversos sistemas que son empleados para clasificar las lesiones precancerosas del

cérvix. Los principales sistemas se resumen en la ta@lbeda y Carreras, 2007)

Tabla 5Equivalencia de los principales sistemas de clasificacion de las lesiones
precancerosas del cérvix.

Clasificacion Nomenclaturas
Papanicdaou Case | Clase I Clase Il Clase IV Clase V
(Normal)
Displacias Normal Leve Moderada Grave C:arcmomav
aAyYy a
NIC (Richard) Normal NIC 1 NIC 2 NIC 3
Bethesda Normal SIL de bajo SIL de alto grado (HSIL)

grado (LSIL)
NIC: Neoplasiltraepitelial Cervical LIEBALSIL: Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo grado
SIL: Lesion Intraepiial Escamosa LIENGIL: Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto grado
Fuente:Alameda y Carrerag2007

1.6 Oncogénesis

La integracion del ADN del VPH al ADN de la células del hospedero juega una papel
fundamental en la progresion de la lesiones. Se ha wsi® al menosen el VPH 16 la
integracion del ADN aurre frecuentemente cerca de la regiéon E1/E2 donde provoca una
ruptura que lleva a la perdida de las regiones E1 y E2. La disrupcion de E2 libera promotores
virales que aumentan la expresién de los oncogenes E6 y E7, debido a que un producto de E2
reprime la transcripcion de las regiones de E6 y E7. Las proteinas kffigak7 degradan
selectivamente los ppductos del gen p53 y del getel retinoblastoma (Rb). Este heche
considerado como una parte fundamental &n trasformaciéon malign de las células del
hospedero,en el desarrollo y formacion tumoraomo se muesta en lafigura 7 (Bosch,

Lorincz, Mufioz, Meijer y Shah, 2002)
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Figura 7Mecanismo tedrico de carcinogénesis cervical por infeccion de VPH
Fuente:Modificado deBoschy cols., 2002.

1.7 Factores de riesgo

El primer requisito para el desarrollo de CaCu, es la infeccidn persistente por VPH oncogénicos,
aunqgue se han descrito otros factores que contribugen la progresion de las lesioneBe

entre los cuales se mencionan, el inicio de actividad sexual a temprana edad, el numero de
parejas sexualesnultiparidad vaginalnivel socioecondmicopareja sexual con cancer de
pene, lacarga viral (C\W)la vari@ion intratipodel VPHLOpez y Lizano, 200&demas de otros

factores comdBosch y cols., 2006)

Deficiencias inmunes adquirida@nfecciéon por VIH, tratamientos inmunosupresores) o

congénitasrespuestas inmunoldgicas anormal@elimorfismos en p53&ntre otrog

Factores hormonales enddgenos (hormonas esteroideaspgenos (anticoncepcion ordla

LCR contiene elementos de respuestaglacocorticoides, los cuales sanducidos por
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hormonas esteroidales como la progesterona (componente activo dearlisonceptivos

orales) y la dexametasona.

Infeccion por otras enfermedades de transmisién sexual: ParticularmenteCphtamydia

Trachomatiso por el virus de herpes simple tipo 2.
Habitosalimenticios y consumo de tabaco.

Los factores principalmente de#os en la literatura que han sido asociados a la infeccién por

VPH en mujeres son:

Edad: Se ha encontrado que la prevalecia de la infeccion es mas alta en mujeres menores de
25 afos y en mujeres que comienzan a tener relaciones sexuales a temprand aatdden

se ha encontrado en mujeres adolescentes que el aumento promedio de mas de 1.5 afios de
edad del compafiero sexual con respecto a la edad de la rfyeedoy cols, 2004; Baseman

y Koutsky, 2005)

Numero de parejas sexuales: Es el factor mas stmme para la infeccion ya que se ha
demostrado una fuerte asociacion entre el nimero de parejas sexuales y la adquisicion de VPH
genital (a mayor nimero de parejas tanto de la persona como del compafiero sexual mayor

exposicion y riego) (Baseman y Koutgk2005)

Consumo de tabaco: Diversos estudios han mostrado algun grado de asociacion entre el

consumo de tabaco y la infecci@diy cols., 2009)
1.8 Frecuencia de infeccion pdPHa nivel mundial y en México

En 2007 fue publicado un metaanalisis geeupero los informes de prevalecia de VPH
publicados entre enero de 1995 y enero de 2005, en mujeres con citologia cervical normal de
todo el mundo, abarcando una poblacion de 157 879 mujeres, estimando un 10.4 % de
prevalecia de VPH positivo. En Afrieaestimacion fue de 22.1%, América Central y México

20.4 %, América del Norte 11.3 %, Europa 8.1 % y en Asia 8.0 %. Para las regiones de América

se estima que la mayor prevalencia corresponde a América Central (Costa Rica, Honduras y
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México) con un 20.4 ¥seguido de América del Sur (Argentina, Brasil, Chile, Colombia,
Paraguay y Pera) con 12.3 % y por ultimo Ameérica del Norte (Canad4, Estados Unidos y
Groenlandia) con 11.3 %. Los cinco genotipos de VPH méas comunes a nivel mundial fueron VPH
16 (2.5%), VPH3 (09%), VPH 31 (0.7%), VPH 58 (0.6%) y VPH %) (®.&ra América Central

los genotipos m& comunes fueron el VPH 16 (4.0%), VPH 31 (1.9%), VPH 18 (1.8%), VPH 53
(1.5%) y el VPH 58 (¥. La tasa de prevalencia fue mayor en pagsesias de desarrial

(15.8%) qe en paises desarrollados (1% Segun los datos arrojados por este estudio se
estimé que alrededor de 291 millones de mujeres han sido portadoras de VPHj(en al
momento de su vida y que 28de estas infecciones cosponden al VPH 16 y 8&bal VPH 18

a nivel mundia(de Sanjos§ cols., 2007)

En 2010 se publicé otro metaanalisis mundial que incluyo estudios publicados entre enero de
1995 y mayo de 200Q%0os cuales utilizaban la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) o
HybridCapture 2 (HC2) para la deteccion de VPH. Se evaluaron a un total de 1 016 719 mujeres,
la prevalencia mndial estimada fue de 11.7% enujeres infectadas por VPH pero sin
hallazgos citologicosnormales. Las regiones con mayor prevalencia fueron: Regione
subsaharianas de Africa (24,0%), América Latina y el Caribe (16,1%), Europa del Este (14,2%) y
el sureste de Asia (14,0%). Los tipos mas comunes de VBhirados fueron VPH 16(3.2%),

VPH 18(1.4%), VPH 52(0.9%), VPH 31(0.8%), %8/F#H7%). También smenciondque
aproximadamente el 3.2 % de las mujeres estudiadageton infeccion por multiples
genotipos de VPH (lo que corresponde 20.0 % de mujeres positivas a VPH), de acuerdo a lo

reportado por el Centro de informacion sobre el VPH y el c§iiBren y cols., 2010Q)

El centro de informacion sobre VPH y cancer reporta quiléxico la prevalencia de VPH en

mujeres con citologia normal es de 10.5% y los genotipos de alto riesgo son: VPH 16 (3.2%),
VPH 18 (1.9%), VPH 33 (1.8%), VPH 58 (1.3%), VPBUSR {IPH 31 (0.9%), VPH 45 (0.7%),

VPH 51 (0.7%), VPH 52 (0.6%), VPH 35 (0.4%), VPH 56 (0.4%) y VPH 39 (0.3%). Los de probable
alto riesgo: VPH 70 (1.2%), VPH 53 (0.9%), VPH 66 (0.4%), VPH 68 (0.4%), VPH 85 (0.4%), VPH
97 (0.4%), VPH 26 (0.1%), VPH 3440.YPH 67 (0.1%), VPH 69 (0.1%), VPH 73 (0.1%), VPH 82
(0.1%) y los no oncogénicos: VPH 6 (0.9%), VPH 61 (0.7%), VPH 62 (0.7%), VPH 81 (0.6%), VPH
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11 (0.5%), VPH 42 (0.5%), VPH 44 (0.4%), VPH 71 (0.4%), VPH 84 (0.4%), VPH 90 (0.4%), VPH 83
(0.3%), VPH 4(®.2%), VPH 54 (0.2%), VPH 87 (0.2%), VPH 89 (0.2%), VPH 32 (0.1%), VPH 40
(0.1%), VPH 57 (0.1%), VPH 72 (0.1%) y VPH 74 (1,634 lcésmsation Centre on HPV and

Cancer ICO/IARC, 2017)

Para conocer el comportamiento del MRn Méxicose realiz6 un analisis estadistico que
comprendio 10 afios de 20@32013. la informacion para el estudio fue obtenidal Sistema

Unico de Informacién para la Vigilancia Epidemioldgica (SUIVE) en donde se reporté que de un
total de 270 917 casode infeccién por VPH, 258D corresponden a mujeres (964) yse
observoun claro incremento en la incidencia de mujeres infectadas en dicho periodo @abla

y figura 8)(Secretaria de Salud, Desarrollo, Evolucion y Estadisticdims del Papiloma
Humano, 2014)

Tabla 6 Casos por afio de infeccion por VPH en poblacion femep@@8013).

ARo Casos | Incidencia

2003 18142 34.64
2004 20554 38. 81
2005 24008 44.86
2006 23212 42.92
2007 20526 38.21
2008 22 365 41.25
2009 27400 50.09
2010 30249 54.83
2011 34885 62.71
2012 38611 64.55
Total 259 942 -

Fuente:Modificado deSecretaria de Salu@014
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Figura8. Casogor afio de infeccion por VPH en poblacion femenina (ZI33).
Fuente:Modificado deSecretaria de Salu@014

1.9 Métodos de Diagnostico
1.9.1 Métodos morfologicos

Citologia Cervical Convencional: Método de tamizajeldecion que junto con la tincion de
Papanicolaou (Pap) se utiliza para la deteccion temprana del cancer cérvico uterino y otras
alteraciones celulares como los coilocitos, que son indicativos de infeccidén por VPH. Consiste
en una serie de procesos paradhtencion mediante un raspado o cepillado, extendido,
conservacion, tincion y observacion de células que se descaman del epitelio que reviste el
cérvix para detectar anomalias morfolégicas de la células epiteliales u otras anomalias
malignas. La fortalezdel método se basa en las décadas de experiencia de uso, en su alta
eficacia y bajo costo, aunque dentro de sus principales limitaciones se encuentra la frecuencia
de falsos negatibs que puede ascender hasta%4lebido principalmente a la toma y andlisi

de las muestragVvarela, 2005; Espinosa, Arreola, Velazquez, y Rodriguez, 2014)
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Citologia de base liquida: Esta técnica fue desarrollada con el propdsito de reducir los falsos
negativos y mejorar la prueba citologia convencional, en este método lataséon
dispensadas y conservadas en una solucion fijadora y a través de filtros las células son
disgregadas y el moco es disuelto lo que ofrece ventajas sobre la citologia convencional al
eliminar materiales que pueden afectar la evaluacion de la céepasliales como sangre,
moco, células inflamatorias y otros artefactos, para posteriormente depositarlas en una capa
celular (monocapa) mejorando y facilitando con todo esto la observacion y la lectura
microscoépica celulafvarela, 2005)Otras ventajas que incluygon menor probabilidad de
repeticiony la capacidad de usar la mismau@ba para la deteccion de VPHh 8mbargo su

costo es mayor que la citologia convencid@aherican Cancer Society Inc, 2014)

Colposcopia: Procedimientoug se realiza después de un resultado positivo en la citologia
convencional. Consiste en la visualizacion magnificada (mediante el uso del colposcopio) del
cuello uerino y areas adyacentekespués de la aplicacion de acido acético al 5% y solucion de
lugd. Brinda informacion sobre la estructura del epitelio y clasifica las imagenes obtenidas en:
anormal si presenta alteraciones minimas (cambios menores o grado 1), graves (cambios
mayores o grado 2) o muy graves (sugestivas de carcinoma) conforme adeteristicas
establecidas en la clasificacion internacional de la Internatidrealeration for Cervical

Pathology and ColposcogyCPQ)Tinnirello, 2008)

La citologia convencional junto con la colposcopia y la histologiar(pdio de una biopsia)
son la base del protocolo en México para la prevencion secundaria, deteccion y diagnostico de
las lesiones intraepiteliales e invasoras del cérvix de acuerdo a lo establecido en la Norma

Oficial Mexicana NOMI14-SSAZ21994(Secreta de Salud, 2007)
1.9.2 Métodos inmunohistoquimicos

Determinacién de p16INK4a: La union de la proteina E7 del VPH con la proteina supresora de
tumor de retinoblastoma (pRb) provoca que pRb se inactive quedando eliminado su efecto
regulador sobre la protea pl6 lo que resulta en la sobreexpresion y acumulacion de

pl6INK4a en las células. Su deteccion se realiza por inmunohistoquimica en muestras de
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citologia cervical y en biopsias cervicales incluidas en parafina, la desventaja es que p16INK4a
también se ebre expresa en otros tipos de cancer y en lesiones cervicales no asociadas a VPH

(Gutiérrez, de la Fuente y Astudillo, 2014)

Antigeno Ki67: Proteina nuclear que se identifica en células en proliferacion y que se expresa
en todas las fases del ciclo daly establece la ausencia o presencia de lesiones
intraepiteliales, su grado y extension de células positivas, por lo cual puede utilizarse para
detectar lesiones NIC Il y NIC Ill asociadas a infeccion por VPH. No obstante es un marcador
poco especificoyque aumenta en cuadros de inflamac{@utiérrez, de la Fuente y Astudillo,

2014; Torres, Alameda, Ordi y Costa, 2012)

1.9.3 Métodos moleculares

Dada la importancia que tiene la infeccion por VPH en el desarrollo de CaCu se han
desarrollado técnicas ateculares que facilitan su deteccién con mayor precision, sensibilidad
y especificidaddemostrando que son utiles para la disminucion tanto de la mortalidad como
de la morbilidad por CaCu. En la figura 9 se muestra la clasificacion de algunas pruebas

moleculares empleadas.
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Clasificacion de pruebas
moleculares para de VPH

Ensayos de hibridacion
de acidos nucleicos

Ensayos de amplificacion
de sefiales

Ensayo de amplificacion
de acidos nucleicos

—— Southem blot

Hibridaciénin
situ

Hibridacién Dot

blot

Cervista® HPV

Hybrid Capture® 2
(hc2)

Microarray

PapilloCheck®

PCR
PCR-RFLP

—| PCR en tiempo real|

—| Abbott PCR en tiempo real|

— COBAS® 4800 HPV test |

— Secuenciacion del genoma del VPH

—|CLART® human papillomavirus 2 |

INNO-LiPA®
—|The Linear Array® |

Clinical Arrays® HPV

Ensayo de hibridacién colorimétrica
en microplacas (MCHA®)

— PreTect® Proofer

APTIMA® HPV
Assay

Figura 9 Diagrama de clasificacién de pruebas moleculares para detecciéon de VPH
Fuente:Modificado deAbreu, 2012

Captura de hibridos de segunda generacion (CH2): Es un método aprobaddoHoad and

Drug Administration(FDA) de los Estados Unidos de América. Se basa en la hibridacion de

sondas de ARN con ADN del VPH. Los hibridos son capturados y reaccionarcaerpasti

conjugados con fosfatasa alcalina que estan en la fase sélida. El producto luminiscente (que

resulta de la adicion de un sustrato quimioluminiscente) es detectado por un luminémetro y

expresado en unidades relativas de luz (RLU) proporcionalesamtisad de ADN del VPH
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presentes en la muestra bioldgica, lo que aporta una estimacion de la carga viral. Este método
detecta si la infeccion es producida por VPH de alto riesgo (13 tipos: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59 y 68) o por VPHbdgo riesgo (5 tipos:6,11,42, 43, 44) sin dar a conocer el
genotipo especifico que la produce; Su sensibilidad es de 1 picogramo (pg) por mililitro (ml) de
muestra equivalente a 5 000 copias de ADN de VPH (inferior a la de la PCR) ademas de que se
han degrito hibridaciones cruzadas entre los dos tipos de sondas empleadas (alto riesgo y bajo
riego) y con los genotipos 6, 11, 26, 40, 42, 53, 54, 61, 66, 70, 73, 81, MM4, 1S39, CP6108
(QIAGEN2017; Ortiz, Torres y Garcia, 2006)

Reaccion en cadena de la podrasa (PCR): Es la técnica de amplificacion de secuencia diana
mas utilizada, es altamente sensible y especifica, lo que se debe principalmente a los
cebadores empleados por ejemplo: PGMY09/PGMY11 y GP5+/GP6+ que son dirigidos a la
region mas conservadael VPH (gen L1 de la capside). En la actualidad se han disefiado
diferentes tipos de PCR para deteccion y genotipificacion del VPH que incluyen las especificas
de tipo (utilizan cebadores disefiados para detectar un determinado tipo de VPH), los sistemas
denominados de amplio espectro (utilizan cebadores disefiados en su mayoria para la region
L1 e identifica infecciones mudltiples) y las de tiempo real (ademas del diagndstico y
genotipificacion es utilizada para la determinacion cualitativa de la carga emtad otras,
ademas de que tanto las especificas de tipo como las de amplio espectro han sido adaptadas

a lasdetiempo real(Abreu, 2012; Ortig cols., 2006)

Linear Array En la actualidad es uno de los sistemas mas sensibles y especificos para
determinar una infeccion latente, subclinica y activa por VPH. Se basa en cuatro procesos
principalmente: Preparacion de las muestras, que consiste en la liberacién del ADN del VPH de
las células cervicales por accién de la lisis producida ante la presencigpueeiaasa K,
posteriormente se aisla y purifica el ADN en una columna y se lleva a cabo la elucién; en el uso
de la PCR en la que se emplean cebadores biotinilados (PGMYQ09/PGMY11) para amplificar una
secuencia de nucleétidos de la region L1 con unatiathgie aproximadamente 450 pares de

bases (pb) y un par de cebadores adicionales para coamplificar el gebh-glwkina humana

de 268 pb como control para asegurar la adecuacion de las células, la extraccion de ADN y la
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amplificacion; en la aplicacion deehibridacion reversa en tira (soporte sélido de nitrocelulosa

gue contiene inmovilizadas multiples sondas especificas de tipo); y en la deteccion de los
productos mediante una reaccion colorimétrica e interpretados por medio de una guia de
referencia. Bte ensayo permite detectar 37 genotipos de VPH, incluyendo 15 de alto riesgo
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73y 82), 3 de probable alto riesgo ( 26, 53 y
66), 10 de bajo riesgo ( 6, 11, 40, 42, 54, 61, 70, 72, 81 y CP6108) y ipagedetriesgo
indeterminado ( 55, 62, 64, 67, 69, 71, 83, 84 y I&F3he Molecular Systems I12017)

La principal ventaja que tiene este método a nivel clinico es que permite determinar el
genotipo especifico que causa la infeccion, lo cual es muy importante tanto para el caso de los
genotipos de bajo riesgo, ya que aunque no implican riesgo de cancelepusausar
anormalidades citologicas; como para los de alto riesgo ya que puede ser un predictor del
desarrollo de lesiones de alto grado y se pueden optimizar las estrategias de tratamiento para
las pacientes. Asi como la importancia de la deteccion slénf@cciones producidas por
multiples genotipos de VPH, que no obstante que en la literatura se reportan resultados
contradictorios, podria estar relacionada con el grado de desarrollo de la lesion y la tolerancia
inmunoldgica que ocasiona la persisterigala infecciérfBaseman y Koutsky, 2005; Cargzzi

cols., 2012)

La prueba cuenta con una sensibilidad del 96%, una especificidad del 998& y u
reproducibilidad de 99%. Sin embarge,pueden obtener resultados erroneos para el VPH 52
ya que contiene ma sonda de reaccion cruzada que hibrida con los genotipos 33, 35, 52 y 58
gue no descartan la cafeccion con el genotipo 52 del VRPRoche Molecular Systems Inc,
2017)

Como se menciond anteriormente existen diferentes pruebas moleculares de deteccion de
VPH a continuacion se muestra los métodos mas utilizados y los gengtipasada uno es

capazde detectar (tabla 7).
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Continuacion tabla 7.
Y elogle (65819825 7 o
Tipos |2 |25/ B 52|03 |a|Tfe| E456
I & L O w O] o ) = C L < > =5
del |w® 3@ > T T | B | 2L | 8«G| 528
wH | 9| Z5/2cwljvs | ag 28 52| 8T
TZ 20|93 & 53|93 §§ 0| = 8%
&) o g K CIZE| & = @
BAJO RIESGO
6 X X X X X X X X
11 X X X X X X X X
40 X X X X X X
42 X X X X X X X
43 X X X X X
44 X X X X X
54 X X X X X X
55 X X X X X
57 X X X
61 X X X X
62 X X X
64 X X X
71
[CP8061] X X X
72 X X
74 X X
81
[CP8304] X X X
83 [MM7] X X X X
84 (MM8) X X X X
CP6108 X X X

Fuente:Modificado de Ortiz cols., 2006.

1.10 Vacuna

Sy Y

Laidentificaciéon del VPH como principal agente causal para el desarrollo de CaCu, asi como el

desarrollo de pruebas moleculares para su identificacion y los numerosos estudios

epidemiolégicos realizadpshan abierto nuevas perspectivas para la prevencion lale

infeccién, como lo es el desalm de la vacuna contra el VPH. Su aplicatiéy en dia

establecida en la Norma Oficial Mexicana NOM-SSA21994 comcel método de prevencion

primario para etontrol del CaC(Secretaria de Salud, 2007)
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Actualmente la FDA ha aprobado el uso de tres vacunas para la prevencion de la infeccion por
VPH Gardasil ®@ardasil 9 ® Cervarix ® (tabla 8). Las tres previenen la infeccidén por los tipos
16 y 18 de VPH, dos de los virus que causan el 70 % de los3aadzsil ® impide también la
infeccion por los tipos 6 y 11 de VPH, los cuales caus#nd@layverrugasgenitales. Gardasil

9 ® previene la infeccién por los mismos cuatro tipos de VPH y otros cinco tipos de VPH de alto
riesgo (31, 33, 45, 52 y 5@hstituto Nacional del Cancer, 2016)

Tabla 8 Tipos de Vacunas para prevencion de infeccion por VPH.

Cervarix® Gardasil® Gardasil 9 ®
Merck Research
Laboratorio GlaxoSmithKline Laboratories Merck Sharp and Dohme

Sanofi Pasteur MSD
VLPtipos 6, 11, 16, 18,

Princioio activo VLP: tipos 16, 18 VLP: tipos 6, 11,16, 18 31, 33, 45, 52, y 58 (30,
P 6HNZ Hn > SHAZ nANT n 40,60, 40, 20, 20, 20, 2C
20> 30
Sistema de : - .

o Baculovirus que utiliza célula . -
expresion Hi-5 Rix4446 derivadas de Saccharomyces cerevisia Saccharomyces cerevisic
de la proteina . L CANADE 36 (Cepa 1895) CANADE 3& (Cepa 1895
L1 Trichoplusia ni

Formulacion AS04
Adyuvante opnn >3é !'fdn o HHp >3 ! f§ pnn >3 ! f
MPLY)
Esquemg}de 0, 1y 6 meses 0, 2y 6 meses 0, 2y 6 meses
vacunacion
Edad 10 a 25 anos 9 a 26 anos a partir de 9 afios y
adultos
Prevencion de las lesione
genitales Prevencion de lesiones
. . precancerosas (cervicales precancerosas y cancere
Prevencion de las lesiones ;
i . vulvares y de los genitales
cervicales premalignas y . ! . )
cAncer vaginales)cancer cervical ~ femeninos (cuello de
Indicaciones de cérvix relacionados y Verrugas ut_ero, R Y VEmITE);
) genitales externas lesiones precancerosas !
causalmente con los tipos 1¢ : .
(condiloma canceres de ano y
y acuminata) relacionados  verrugas genitales en
18 del VPH. )
causalmente hombres y mujeres
con los tipos 6, 11, 16y 1
del VPH

1. Monofosforil lipido A
Fuente:Modificado de Ortiz cols., 2006
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CAPITULO RLANTEAMIENT
DEL PROBLEMPREGUNTAE
INVESTIGACION Y OBJET
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2.1 Planteamientdel problema

Existen numerosos estudios publicados a lo largo de la historia que han demostrado la
importanciade la relacion que existe entre la infeccion por VPH y el desarrollo de cancer
cervicouterino.La infeccion poVPHrepresenta una de las enfermedades de transmision
sexual mas comursea nivel mundial y en México, dondstima que 95% de las mujeres
menores de30 afos con vida sexual activa han tenido infeccién por VPH, en la mayoria de los
casos el sistema inmunol@gi logra éiminar la infeccion. No obstantbay casos en los que el
VPH puede permanecer latenyeocasonar el contagio dends personas. Lasujeresen las
cuales el sistemamunoldgicono logra controlarel virus pueden terminar desarrollando

cancer cervicouterino.

Actualmente no existen estudiespecificogjue describan la frecuencialos genotipogjue
existen enlas mujeres infectadapor VPH en el Estado de Méxidos cualesaportarian
informacion sobre cudl es la problematica en la poblagiara ayudara plantear un mejor

abordaje en el tratamientg monitoreode la infeccion.

Existendiversos métdos de deteccion para el VPH como el Papanicolaou (Rapjstante,
los métodos molecularesonstituye un métodoaltamente sensible y poco invasivo para
determinar la presencia de una adcion cervical activa por VPH lo que contribuye a la

deteccién opatuna de la enfermedad

El presente trabajo tuvo como objetisa@onocer la frecuencia y los genotipos de VPH
presentes en mestras recibidas en el CICMED provenientesidgres mexiquensegara lo

cual fueron seleccionadas3 muestras de citologia cerviadé pacientesecibidasdurante el

periodo comprendido de enero a abril de 2addl macroproyectdt DSy 2 G A LJA FA OF OA s Yy
predisponentes en la infeccion del virus del papiloma humano y su asociacion con el marcador

tumoral CAvHp é ffS@OFR2 . OFLo2 Sy St /L/a95

El método de deteccion molecular empleado &I&Kit de Rochéd.inear Array HPVeaotyping
test® que ofrece ventajadales coma alta sensibilidad, especificidad y reproducibilidad

ademas de permitir la deteccion aedltiples genotipos de VPH en una muestra.
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2.2 Pregunta de Investigacion

¢, Cuales seran los genotipos del Virus dal®@a Humano que se encuentran las muestras
de citologia cervical recibidas en el Laboratorio de Biologia Molecular del CpzddEBentes

de mujeres mexiquenses?

2.3 Objetivos
General

Conocerla frecuenciay los genotipos de Virus del Papiloma Humamesentes ermuestras
de citologia cervicaprocedentesde mujeres mexiquensesecibidas en el Laboratorio de

Biologia Molecular del CICMED del periodo comprendido de enero a abril de 2011.
Especificos

1.- Realizar la identificacion de los genotipos de VPH presentes en las muestras empleando

como método molecular it de Roché&hear Array HPV genotyping test

2.- Obtener la frecuencia de los genotipos encontrados en las muestras analizadas y establecer

cudles son los genotipos que se encuentran con mayor frecuencia en la poblacion estudiada.
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CAPITULO IMETODOLOGI,

43



GDSY20ALAFAOI OAsy RSt +ANHzz RSt tFLAE2YlF 1 d&ly2 Sy Y

3.1 Disefio del estudio
Estudio transersal.
3.2 Tamafio de la matra

Muestreo por conveniencia, debido gue en presente trabajo deriva del marcoproyecto
GDSY20ALIATFAOFIOAsy & FI OG2NBa LINBRAALRYSYyGSa
su asociacién con el marcador tumoral-GA p € = 1lj dzS FdzS TFAYlI yOAl R2
muestras obtenidas fueron de mujeres mexiguenses que asistieron a la catesgitaecologia

y colposcopia del CICMERsI Hospital Materno Perinatal Mdnica PreteliSe recopilaron las
muestras, date y resultados de un total de 53acientes seleccionadas para el presente

trabajo, del periodo de enero a abril del 2011.
3.3 Area d trabajo

Laboratorio de Biologia Molecular del Centro de Investigacion en Ciencia Médicas de la

UAEMéx.
3.4 Criterios
Inclusion

- Mujeres residentes del Estado de Méxmae hayan asistido a la consulta de ginecologia y

colposcopia del CICMED o del Hospital Materno Perinatal Mdnica Pretelini
- Haber firmado voluntariamente la carta de consentimiento informado

- Pacientes que acudieron entre el periodo de enero a dbtiR011

- Pacientes con y sin lesion Intraepitelial Escamosa

Exclusién

- Muestras con resultado invalido para la técnica de genotipificacion de VPH
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3.5 Conceptualizacidfe variables

Tabla 9 Manejo de variables.

: Definicion Definicion Tipo de L Andlisis
Variable . : Escala de medicion _
conceptual operativa variable estadistico
Infeccion por
Alteracion del VPH
o corroborada o
L estado ontolégico . . Cualitativa o
Infeccién mediante elKit : Resultado positivo .
de salud de un . Nominal : Porcentaje
por VPH Lo de Rochd.inear o Resultado negativo
individuo causada Dicotomica
Array HPV
por el VPH .
genotyping
test®.
Resultado positivo
para algung¢s) de los
siguientes genotipos
Diferencias de VPH:
genotipicas entre 6,11,16,18,26,31,33,3¢
los tipos de Deteccion de .39,
. . .
Genotipo de papilomavirus  algunds) Qe los o 40,45,51,52,53,54,55,¢ Frecuenciay
VPH marcadas por los 37 genotipos Cualitativa 6,58, orcentaie
diferentes detectados por 59,61,62,64,66,67,68,¢ P J
aminoéacidogjue el Kit 9,7Q
constituyen la 71, 72,73, (MM9),
proteina L1 81,82 (MM4), 83
(MM7),
84 (MM8), 1IS39 y
CP6108
Riesgo que se
Capacidad que reporta como Alto riesgo
Riesqo tienen algunos demostrado Bajo riesgo Frecuencia
9 genotipos de VPH para Cualitativa Probable alto riesgo ay
oncogénico : . . ; porcentaje
de producir una predisponer una Riesgo no determinadc
lesion lesion Sin clasificar

cancerosa
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3.6 Procedimiento
3.6.1 Informacion del proyecto y recolecciéon de datos

A cada paciente se le informé en qué consistia el proyecto y se realizé la lectura de la carta de
consentimiento informado, en la cual g&lico el procedimiento que se llevaria a cabo, las
pacientes que estuvieron de acuerdo firmaron la carta con losit@snestipulados. Se les
asignoun folio,& S I LJt A Os St OdzSadAz2yl NA2 aCl OGp NBa

se realiz6 la toma de muestra de citologia cervical.
3.6.2 Toma de muest@e citologia cervical

La toma de muestras fue realizada por la Diggdania Martinez Madrigal en el HMPMP y el

Dr. SergioGerardo Martinez Pérez en el CICMED. Se emple¢ el disp&stivexBrush®jue
permite el muestreo snultaneo del ecto y endo cérvix, con lo cual se lagranejor contenido

de cdulas endocervicales y/o metagi@as. Aemas del que el material hidréfobo del cepillo
facilita la liberacion de las células en el medio de mantenimiento. Esta compuesto por fibras
semicirculares, suaves y flexibles que evitaiotess en el cérvix y disminuye el contenido de
sangre en la muestra (la técnica empleada establece no mas del 3.5%) que inhibe la
amplificacion por PCR y dar lugar a falsos nega(R@/ERS MEDICAL DEVRIEZ;Roche
Molecular Systems In2017)

Las ondiciones para la toma de muestra de citologia cervical de las participantes, fueron las

siguientes:

- No estar menstruando o dejar pasar minimo 5 dias después de su periodo.
- No haberse aplicado pomadas, 6vulos o cremas.
- No haber tenido relaciones sexuakss un minimo de 3 dias.

- Bafarse por la mafiana (no duchas vaginales).

Las muestras fueron preservadas en soludtdaservCyt® ya que es uno de los medios de

conservacion validados para la prueba de genotipkidear Array HPVédRotyping test®Es
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una soluadn tamponada a base de metanol, que conserva las células unas tres semanas en un

rango de temperatura de ¢ 37 °C(Hologic, 2010)

Todas las muestras fueron llevadas y procesadas en Laboratorio de Biologia Molecular del

CICMED

3.6.3 Diagrama general del procedimiento

En el siguiente diagrama se muestran las tres etapas dpiéasonsta el presente estudio.

» 2

Estudio Ginecoldgicc

\4

Invitacién a
participar en el
estudio

v

Si acepta (firma de
carta de
consentimiento
informado)

:

Aplicacion de

cuestionario
aCl Od 2 N
predisponentes para
AYFSOOAsY

Colposcopia
(*realizada por

o»
Qx

» 3

Genotipificacion del
VPH

Andlisis de datos

\4

Linear Array HPV
Genotyping Tes®

personal calificado)

Toma de muestra
(cony sin lesién)

Entrega de resultado
impreso a las
pacientes para
interpretacion y
seguimiento con el
*ginecologo (a)
correspondiente

Elaboraciéon de base
de datos con la
informacion
obtenida del estudio

-

Calculo ddrecuencia
de la infeccién yle
cada uno de los

genotipos identificados

Figura 10Diagrama general de las etapde estudio.

* Ginecoblogos:Migdania Martinez Madrigal (HMPMP) $ergio Gerardo Martinez Pérez

(CICMED).
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3.6.4Genotipificacion del VPH en muestras de citologia cervical

Para la deteccién de genotipos en las muesteaslectadas se emplda plataforma de Roche
Linear Array HPV Genotypingst® que es urmétodo molecular qugermiten conocer el o

los genotipos especificos presentes en las muestras a diferencia de los métodos
convencionales. Bemas el kites uno de lasécnicas comerciales qudentificaun mayor

namero de genotipos, lo cuaé muestras en la tabla(Ver seccién 1.9.3)
El kitconsta decuatro etapas principalmente

1.- Preparacion de las muestraSxtraccion del ADN objetivo del VPH y del ADN gendmico

humana

2.- Amplificacion mediante PCRe selecciong amplificala region L polimérfica del genoma
del VPH.

3.- Hibridacion de los productos amplificad@:amplicon de VPH se hibrida con alguna de las
sondas oligonucledtidasélo si contiene la secuencia correspondiente de la sonda

complementaria que contiene laréi de genotipado

4.- Deteccion de los productos amplificados fijados a las sondas mediante determinacion
colorimétrica:Formacion de un complejo de color azul que se precipita en las posiciones de las

sondas donde tiene lugar la hibridacién.

El procedimiato detallado se describe en &hexo B.
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3.7 Implicaciones éticas

El proyecto de investigacion se realiz6 conforme a los principios estipulados en la Declaracion

de Helsinki(Asociacion Médica Mundial, 2008rarespetar la ética de investigacion llevada

a cabo en seres humanos y conté con la aprobacion de los Comitégael® Centro de
Investigacion en Ciencias Médicas (CICMED) y del Hodattho Perinatal Monic®retelini

(HMPMP) de la ciudad de Toluca.

9f YI ONRPLINR&SOG2 aDSY20ALATFAOIOAsY & CI Oil2NE
Papiloma Humano y su Asociacion con el marcadortumorad € ¢ 1j dzS &S t t S@s
Centro de Investigacion en Ciencias Médicas de la Universidad Autonobstatl de México

y del cual deriva el presente trabajo, conto con una carta de consentimiento inforfAadeo

A) que sirvio como respaldo de este proyecto.
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CAPITULO IV. RESULTA
Y DISCUSIC
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4.1 Frecuencia defeccién por VPH

Se obtuvieron un total de 53 muestras de cepillado cervical de mujeres mexiquenses
procedentes del CICMED y del HMPMI® Jas cuales: 17 (32%) resultaron positivas para
alguno(s) de los genotipos que detecta la técnica, m&EnB86 (67922%)resultaron negativas

como se muestra en la figura 11.

VPH (+)
32.08%

VPH Neg
67.92%

Figura 11Frecuenciale mujeres mexiquenses infectadas por VPH.

La frecuenia obtenida de pacientes positivas paBH 82.08% coincide cora reportada @

un estudio realizado en mujes de Tlaxcala, donde s®licé que lainfeccion porVPHtiene

una prevalencia d81.3%(Veladzquez cols., 201Q)Enotro trabajo realizado en el sureste
mexicano sobrgenotipificacion d&/PHgl virus fue identificaden el35.92% de las muestras

de mujeres(Vazquez cols, 2015) dato que también coincide con la frecuencia encontrada

en el presente estudioDe igual manerae encontrd6 concordancia con lo reportago
muestras de mujeres de la Ciudad de México, donde se obtuvo un 36.0% de frecuencia de

infeccion por VPHJallegosy cols, 2017) En la tabla 1 (ver la seccion 1sk) muestran otros
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estudios realizadoen poblacion mexicanadonde se encontraroffrecuencias distintas a la
reportada en el presente trabajo. Esta diferencia podeaerse a que la distribucién de los
genotipos varia de acuerdo a la zona geografica y a la poblacion estudiada, lo cual se ha
reportado en estudios realizados a nivalndial (Crow2012; de Sanjosgcols., 2007Bruniy

cols, 2010).Aunado a estpla prevalecia de la infeccion también depende del método de
diagnéstico utilizadpya que las diferencias podrian derivar de énsibilidady especificidad

de la técnica empleada (Ortizy cols., 2006).

En el 67.92%e las muestras no se identifite presencia de alguno de los §&notipos que
detecta el kit. Eto puede deberse que posiblemente las pacientes no presentabafecciin

por VPH o esta ya habidesaparacidoya que se ha encontrado que la mayoria de las
infecciones por VPH son transitoriageermitentesporque el sistema inmunitario interviene

de manera importante en la eliminacion y contdal virus S reporta que alrededor del 70%

de la infecciones porRH parecen desaparecer en un afio y el 90% en un plazo de dos afios
(Goldsteiny cols.2009). LaCVo el numero de genomas viraléambién puede ser un factor

gue influyden el prcentaje de muestras negativas la literatura se reporta que esfaede

verse afectada por factores propios de las pacientes como la edad, ya que se ha obsgado
Sy tla Yd2SNBa 220SySa oXon 3240 AyFSOGl RF A
infeccionNB &G N2 OSRS SalLRyial ySIYSy Sz Y5 &gslieNdirds |j dzS
es mas propenso a persistirero a menudo la carga viral disminuye (Lazcano y cols., 2001). E

el presente estudio no se reafidichamedicion en las muetras, asi quano se verificcque

fuera laadecuada para lgenotipficaciin. No obstantequeel kit Linear Array HPV Genotyping
Test@nenciona que es un punto importante para la detecqi@oche Molecular Systems Inc,

2008) La edad promedio de las pacientgse participaron en el presente trabags de 38.09

+ 10.87 afioy por lodescrito anteriormentese sugiere que para futuros estudios sea realizado
dicho analisis y se establezca un punto de corte que determine que la CV es admmaada
deteccién Otro punto muy importante es que el Kiinear Array HPV Genotyping Test®
identifica los genotipos 43, 44, 57 y &4liferencia de otros métodos comercia(€xtizy cols.,

2006),razén por lo cual se pudo tener un resultado negatimdagenotipificacionpese a que

52



GDSY20ALAFAOI OAsy RSt +ANHzz RSt tFLAE2YlF 1 d&ly2 Sy Y

gue alguna pacientestuviera infectadgor alguno de estos genotipos de VBIgor nuevos

tipos de virus no detectados por el procedimiento empleado.
4.2 Genotiposle VPHietectados ysufrecuencia

Se identificarorun total de 18 genotips distintos edas17 muestragjue fueron positivas para
VPH.En la figura 12 spuede observaque d VPH 16 y el VPH 84 fueron los genotipos
detectados con mayor frecuencia, siguienids genotipos 31, 45, 53, 62, mdlmente los
genotipos 6, 18, 39, 51, 52, 54, 58, 66, 67, 71, 83 y CR@#Ed8eronlos quese encontraron

con menor frecuencia.

17.65 17.65

18
16 A
14 1
12 1
10

%

o N b~ O @
1 1 L

Genotipo de VPH

Figura 12Frecuencian estudiode cada genotipo de VPH detectaglo las muestras

EIVPH16 junto con el VPH 8#ueron los genotiposnas frecuentes en las muestraSon
relacion al VPH 1é€ralo esperadoya que eseportadocomo el genotip@on mayor frecuencia
tanto a nivel mundial(de Sanjoséy cols., 2007; Brooky cols., 2011)como en México

(Velazquez cols.,2010; Peraltay cols., 2012; Aguilay cols., 2015; Orteg# cols, 2016),
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Ademas es uno de los VAR que presenta un mayor grado de asociacion con el desarrollo de
CaCyde Sanjosé y cols., 2007).

En la poblacion mundiall &/PH 84 no eseportado como uno de los mas comunes. Sin
embargo, en el presente estudio fue uno de los dos genotipos encontrados con mayor
frecuencia(17.65%). Este genotipo fue descrito pgshibashi y cols.2008 como el no
oncogénico mas comun en hombres de Cuernavaca, lgré pesar de la diferencia de
género,sabemos que la infeccién genital por VPH es por lo general transmitida por contacto
sexual, asi que es de esperarse que hombres y mujeres se encuentren infectados en su mayoria
por los mismos genotipos de VPEh catraste Vazquez y cols20Q15 reportaron que este
genotipo fueel VPHBRmMas identificado en mujeres del sureste mexicaka otraestudio
donde seincluyeronpacientesde Monterrey, Guadalajara, Tepic, Ciudad de México, Metepec
y Tlaxcala el genotipo &de el mas frecuente en mujeres con LIEBQGuilar y cols., 2015)
Esteinforme concuerda con lo encontrado en el presenteushb, yaquetodas las pacientes
portadores de VPH 84 fueron diagnosticadas con LIEB&portante mencionar queunque
actualmente el VPH 84 es considerado dentro del grupo de los genotipos de bajo riesgo
oncogénico no se debe subestimar su potencial, ya que tanto virus de alto riesgo como de
bajo riesgo pueden ocasionar CaCa ¢evadafrecuenciacon la que se encontro el VPHE &n
muestras de mujeres mexiquensefayasociaciomue tienenconel desarrollo de lesiones de
bajo gradoson dos aspectos que se podrian tomar en cuearadeterminar si es importante
prevenir la infeccion por este genotipblo obstante esindispensableealizarméas estudios

gue establezcan mas a fondo isgportancia ya queestosoéloesunasugerencia con base en

losresultadosobtenidos

Losgenotipos 31, 45, 53 y 62 ocuparelrsegundo lugar en freencia (11.76%) en las muestras
analizaés. EIVPH 31 fugeportado como uno de los cinco mas comunes epdhlaciéon
mundial con una frecuencia de 0.§Bruni y cols., 2010En Méxicdue identificado tanto en
mujeres de Tlaxcaly/elazquez y cols., 201€)mo de Nayari(Ortega y cols., 20163londe se
consideb como uno de los tres genotipos mas comur(@$.2%)y uno de los VPHAR

encontrados con mayor frecuencia, respectivamefen relacion al VPH 45,reportado con
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una frecuencia de 0.7% emujerescon citologianormal (Information Cente on HPV and
Cancer ICO/IARC, 201mientras que Vazquez y cols. (20&S)ablecieromue el VPH 45 es
uno de los genotipos de alto riesgo que predominan en el sexo femealmg@notipo 53ue
reportado como uno de los cinco mas comunes entre la poblacion de América Centtala
frecuencia del 1.5%de Sanjosé y cols., 2007). En México la prevalencia repattdd&PH 53
varia del 0.9% en muestras deujeres sin lesiorfinformation Centreon HPV and Cancer
ICO/IARC, 2013) 1.32% emujeres del sureste mexicarfgdzquez y cols2015) En la base
de datos delnformation Centre on HPV and Cané®/IARC. (2017) seporté queel VPH 62
fue encontrado en €).7%de mujeres mexicanas cortglogia normalmientrasque este fue
identificado en el 7.3% de las muestrashienbres de Cuernavaca, Morel@shibashi y cols.,
2008).En el presente estudio, se observo que los genotiiggl5, 53 y 68uvieronuna mayor
frecuencia en comparacion otros estudiosrealizados en México. Esto puedeberse tal
vez a la diferencia en el tamafio de la muestra, al meue genotipificacion empleado da

variabilidad en la distribuén geografica de los genotipos.

Es importante mencionaal valor preditivo que puede tener la identificacidate los genotipos
especificos, como en el cade los genotipos 3145, yaque fueronidentificados comunmente

en muestras de CaCu de mujeres mexicdRasalta y cols.2012; Aguilar y cols., 20150
obstante en epresente estudio todas las pacientes portadoras del genotippr8sentaron

LIEBG, mientras que las portadoras del VPH 45 fueron diagnosticadas por colposcopia con
LIEAGERN el caso de las pacientes con VPH 62 se encontrd coincidencia con lo repottado en
literatura ya quese ha identificadeen muestras con LIEB@guilar y cols., 2015Por lo
anterior, tambiénes importante sefalar la relevancia que tiene el seguimiento clinico de todas
las pacientes ya sean positivas o0 negativas pard, ¥¥hgan o nolesion intraepitelial

escamosa

Los genotipos restantes alvieron una frecuencia de 5.88 cada unoSete pertenecen al
grupo de virus de alto riesg®PH18, 39, 51, 52, 58, 66 y 67ps.cinco restantes al grupo de
bajo riesgo oncogénico (W8, 54, 7183 y CP6108El VPH 18e reportaa nivel mundial como

uno de los mas frecuentéde Sanjosé cols., 200Bruni y cols., 2010nientras que erMeéxico
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existediferentes prevalencias reportad@er Velazjuez y cols.2010, Lopez y cols2012 y
Vazquez y cols2Q15) En el presente trabajpoel VPH 18ue encontradounicamente en una
de las muestras ramlizadas. No obstante&zomo poseeun alto grado de asociaancon el

desarrollo de CaQBosch Joséde Sanjosé, 2003s importante nalesestimar su presencia

Elinformation Centre on HPV and Cank@®/IARC2017) informé que la prevalenciade los
genotipos39, 66, 67 de alto riesgo jtocon el VPH 54 de bajo riesgo,pacientesmexicanas
con hallazgos citologicos normalése de 03%, 0.4%, 0.1% y 0.2%, respectivamebteigual
manerafueron identificadon un estudio de genotipificacion déPHefectuadoen el sureste
mexicang donde el VPH 39, 67 y 54 tuvieron una prevalecia de 1.32% cadaiantras que
el genotipo 66fue reportado con una frecuencia de 2.65%Azquez y cols.2015) Las
frecuenciasvarianen todos los estudiosSn embargg su identificacion es importante para

entender como se encuentran distribuidos estos genotiposustra poblacion

En un estut de deteccion de VPH realizado en una dimie Monterrey el VPH 51 resulté
dentro del grupo de VRAR mas frecuenteCasillas y cols., 201 Bn otro estudio realizado
en una clinica de la Ciudad de MéxmloVPH 51(42%) y VPH 5@8%)fueron los mas
frecuentesen muestras de citologia cervic@ballegos y cols., 201 Bn el presente trabajo las
frecuencias obtenidas fueron menores a las mencionadas anteriormeEntel caso del VPH
52 la frecuenciapodria estar subestimadan el presente estudiajebido a que no se puede
descartar lacoinfeccién con el VPH 58 pda reaccion cruzada que existe en la tira de
hibridacion deKitLinear Array HPV genotyping testR®che Molecular Systems 12008) En

la poblacion mundial VPH 5% el VPH 58ueron registradogdentro de los cinco mas comunes
(Bruni y cols., 2010). Ademas el genoti@fue identificadocomo uno de los mas frecuentes
en pacientesmexicanascon y sin lesionpero con una mayoprevalenciaen mujeres con

diagnostico de LIEAG (Perajtaols.,2012), dato queoincidio coren el presente trabajo

La frecuencia del VPH 6 es reportada alrededor del 10.0% en dos estudios realizados en
mujeres mexicana@/elazquez y cols., 2010; Vazquez y cols., 2@%5)ecir por encima de la

encontrada en el presentgabajo, lo cual no descarta su importancia, alia que en los
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anteriores casoAparteeste genotipdue clasificado como de bajo riesgo oncogéniidoifioz

y cols., 200Bpero se ha reportado su idefitacion en LIEA@guilary cols, 2015)

La identificacion de los de los genotipos 783yfuereportada en México por éhformation
Centre on HPV and Canc8O/IARC.(2017) con una frecuencia de 0.4% y 0.3%,
respectivamente. Sin embargo, aunque lacirencia reportada de esos dos genotipos junto
con elVPH CP6108ue bajo o nula en otros estudios, espmdria deberse amétodo de
identificacibn empleado o a la distribucion geografica de los gengtipssimportante
mencionar que B Méxicq sehareportado su presencian muestras con LIEBG y Ca€asos
similar al del genotipo @08 que se ha identificado en pacientes con LIE®@ilar y cd,
2015) En el presente estuditas pacientesportadoras de estogres genotipostuvieron
diagnostico dd.IEBGResultadajue concierda con lo mencionado anteriorment@unado a
esto, el VPH 71 es considerado un genotijgobajo riesgos, perse ha reportado que la
proteina E6 de este genotipo degrada de manera eficiente a(p63/ cols., 2010)Jo cual
podria sugerir un alto potencial oncogénidopesar de ell@s necesario realizar mas estudios,

gue establezcan su frecuencia en la poblacion y su grado se asociacion con el desarrollo CaCu.
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4.3 Frecuencia de genotipos de alto y bajo riesgogénico

Como se puede observar en la figura 13 los genotipos de alto rigsmménico son los que
presentaronuna mayor frecuencia en lasumstras de citologia cervicalaf® que coincide con

lo reportado en otros estudios, donde se sefiala que la axfecpor genotipos de alto riesgo

es mas alta que la producida por genotipos de bajo riesgo oncogénico (Capdeville y cols., 2009;
Lépezy cols., 2012; Vazquez y cols., 2015; Casillas, 2Otdnl podria sugerir que las mujeres
mexiquenses infectaas porVPH tienen un altoiesgo de desarrollar de CaCu. Sin embargo
sabemos que la infeccion por VPH es la causa necesaria pero no suficiente para el desarrollo
de CaCu, por lo cual es necesario analizar otros factan@® el inicio de actividad sexual a
temprana edad, el nimero de parejas sexuales, nivel socioeconomico, la carga viral y la

variacion intratipo del VPHRs cuales podain aumentar el riesgo emuestra poblacion

VPHBR
oncogeénico
38.46%

VPHAR

oncogeénico
61.54%

Figura 13Resultado de logenotipos de VPncontradosde acuerdo a su r&go
oncogénico.
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Los genotipos detectadose clasificaron de acuerdosa riesgo oncogénico y se obtuvieron

susfrecuencia, lo cualsemuestraen la tabla 10

Tabla 10Frecuencia de genotipos de alto y bajo riesgo oncogénico en las muestras

analizadas.
Genotipos del| Frecuencia | Genotipos del | Frecuencia
VPH (%) VPH (%)
Alto Riesgo Bajo Riesgo
16 18(11.53 6 6(3.84)
18 6(3.84 54 6(3.84)
31 12(7.69 62 12(7.69
71
39 6(3.84) [CP8061] 6(3.84)
45 12(7.69 83 [MM7] 6(3.84)
51 6(3.84) 84 (MM8) 18(11.53
52 6(3.84) CP6108 6(3.84)
53 12(7.69 60 38.46
58 6(3.84)
66 6(3.84)
67 6(3.84)
96(61.59

La distribuciérencontradade los gendpos en este trabajodonde el VPH 16 ocupmd primer

lugar de frecuencia dentrdel grupo de los virus de alto, seguiplor el genotipo 31, 45y 53.

En unestudio publicado en 200%e reportd que la vacuna con adyuvante ASGivarix®)

aparte de mostrauna alta eficacia contrab$ genotipos 16 y 18 tamhiéofreceproteccion

cruzada parciatontra el VPH 31, 33 y 4Baavonen y cols., 2009aso similar al déa vacuna

Sy Y

Gardasil 9 ® que previene la infeccién por los genotipos 16, 18, 6 y 11 mas otros cinco tipos de

VPH de alto riesgo donde se incluye el VPH 31 }Nd®bstanteen el Estado de Méxi¢cse

aplica la vagnatetravalente que Unicamente incluyles genotipos 16, 18, 6 y 1$ecretaria

de Salud, 2018)az6n por la cual amujeres mexiquenses estaranprotegidas parcialmente

contra esos genotipgsi contralos otros cincale alto riesgo (VPH 39, 51, 53, 66 y 67) y los
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seisde bajo riesgdVPH 54, 62, 71, 884y CP6108que tanbién fueron identificados en
nuestras muestras.ds cuales no se encuentran incluidos mnguna de las tres vacunas

existentes.

4.4 Comparaciéantre el resultado por genotipificacién y el diagndstico por colposcopia

Se hizo la comparacién del resultado obtenido en la muestras mediante genotipificacion (VPH
positivas y VPH negativas) con el resultado del diagndstico por colpogfigpia 14) y se
observo queaodas las pacientes que presentarblicAG@staban infectadapor VPHMientras

que, solo en €83.33 % de las pacientes con LIEB@es#ifico la presencia dalguno(s) de los

37 genotipos de VPH que detecta la plataforma&Raehelinear Array HPV Genotyping Test®

100.00 100.00

100 ~
80 - 66.67
60 -
40 - 33.3
20 -
0 0

LIEAG LIEBG Sin Lesion

%

M VPH Positivas M VPH Negativas

Figura 14Resultado de la distribucion del VPH acuerdo al tipo de lesién intraepitelial

escamosa
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La distribucién en nuestros datos es similares a la reportada en una revision sistematica
publicada en 2012, donde se encontré que la prevalecia de VPH en mujeres mexicanas con
LIEAG, LIEBG y Normal (sin lesién) es de 75.5, 42 yeEpéttivamente (Petta y cols., 2012).

En el 66.67% de las pacientesn LIEBG por colposcopia no se detecté ningun VPH. Esta
discrepancigpuede deberse posiblemente gue: la CV presente en las muestras ne fa
adecuada para la deteccidlg presencia de nuevos genotipds virus en lasnuestras de
citologia cervicallos cuales no pueden ser detectados por el método empleado o al sobre
diagndstico en la colposcop{&uriel y cols.1999). Es importante sefialar que tampoco se
puede descartar la presencia de infeccion pBHwWen los casos de pacientes sin lesion ya que
se ha reportado la presencia deste virusen pacientes clinica y citologicamente sanas

(Capdeville y cols., 2009; Peralta y cols., 28&iilar y cols., 2015).
4.5 Freaencia de mondnfeccién y coinfeccién

Se agruparon las muestras con base en el nUmero ddigesalentificadoscomo se muestra

en la tabla 11. Actualmente se desconoce la importancia clinica y epidemiologica tanto de las
coinfecciones como de las combinaciones de los genotipos involucr&itogembargoen
México se hareportado que la prevalencia de coinfecciones es mayor a la de mono
infecciones, la cual varia de acuerdo a la zona geografica angNzatpuez y cols., 2015; Orte

y cols., 2016; Gallegos y cols.201) el presente trabaj se encontré que la mayoria de las
muestras de mujeres mexiquenses (52.94%) presentan infeccidon por un soélo genotipo,
mientras que en el 47.06% restante se identifia presencia de coinfeccipsierdo lamas
comun & que involucra dos genotiposaf®s que coincide con lo reportado en un estudio
realizado en una clinica de Mnrey donde se report@un porcentaje de ainfecciones del
41.0%, del cuatl 23.0% corresponde a infecciones producida por dos genof{pasillas y

cols., 2017)
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Tabla 11 Numeb de genotipogle VPHdentificados en las muestras.

| No. de Genotipos | N(%) |
Uno 9(52.99
Infeccion maltiple 8(47.06
Dos 7(41.18
Tres 1(5.89

En el presente estudiel genotipo 16 se encontré en coinfeceién el 66.67% de las muestras.
Lo cual coincide con lo reportadm ¢a literaturg donde se menciongue las confecciones

mas identificadas son las que involucran al VPtDi&ga y cols.,@1.6; Gallegos y cols., 2017)

Por otro ladcse observo que en el presente estudkbgenotipo 84 se encontrd en coinfeccion

en todos los caso€£omo se menciono anteriormente, aun se desconoce el papel que juegan
las canfecciones en el desarrollo desbnes escamosas intraepiteliales, sin embargo hay
reportes que indican que se encuentran erb812% de las LIEB&guilary cols, 2015) En
nuestros resultadose encontré quéodas las muestras dondae identificadaa presencia de

mas de un genotiptuvierondiagnostico de LIEBG.
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CAPITULO VI. CONCLUSIC
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x La prevalencia de infeccion por VPH que se encontré fue de 32.08%.

x En las muestras de citologia cervical de mujeres mexiquenses se identifloaron
genotipos: VPH 6, 16, 18, 31, 39, 45, 51, 5255358, 62, 66, 67, 71, 83, 8€{6108

x Los genotipos identificados con mayor frecuenttiaro el VPH 16 y el VPH. 84

x  Se identifico la presencia de coinfeccioeesel 47.06% d&as muestras.
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Anexo A:Carta de consentimiento informado

Toluca, México, a de de 201__ .

Nombre del paciente

Se le invita a participar en el proyecto de investigad®anotipificacion y factores predisponentes en la infeccion del virus

del papiloma humano y su asociacion con el marcador tumorall2B @

Informacion general:

El virus del papiloma humano es elnmlare de un grupo de virus de los cuales algunos producen cambios anormales en el
cuello uterino que pueden estar asociados con el desarrollo de cdflcerus del papiloma humano es un grupo grande de
virus de los cuales se han identificado mas de Jastide éstos cerca de 40 son transmitidos sexualmente e infectan érganos
sexuales tanto en el hombre como en la mujer.

El objetivo del estudio:

Identificar la presencia del virus del papiloma humano en una muestra de cérvix, la cual se tomara enposierior a la

de su estudio de colposcopia. Asi como también, se tomara una muestra sanguinea para la determinacion del antigeno CA
125 y otra para analisis posteriores a fin de conocer la fisiopatologia de su padecimiento.

Se me ha explicado que magticipacion consistira en acudir a una cita en la cual:

1 Firma de carta de consentimiento informado y contestar cuestionario de factores predisponentes

1 Se me tomara una muestra de cérvix, empleando un cepillo o hisopo desechable y estéril, por el pediaoad quimico
especializado.

1 Unatoma de muestra sanguinea, para la deteccion del antiged@&Miometria Hematica, Quimica sanguinea.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y bemnfitiasos
de mi participacion en el estudio, que son los siguientes:

1 Riesgos, inconvenientes y molestidso existen riegos de infeccién, ya que el material empleado es nuevo, desechable y
estéril. En algunos casos, la toma de muestra podra generar urepecsangrado, debido a que se hace un pequefio
raspado del cérvix, el cual termina casi de inmediato. Las molestias son aquellas propias del proceso al cual esta
solicitando. En la toma de muestra sanguinea se podria presentar: algin hematoma, maressoligenecesidad de
realizar una segunda puncion en caso de venas dificiles.

1 Beneficios:Se me hara entrega del resultado por escrito de los estudios en los que haya participado, asi mismo, se me
podré orientar el tipo de institucion de salud que pudiatenderme.

El Investigador se ha comprometido a darme informacién a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le
plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado c

la investigacion.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere conveniente, sin que
ello afecte la atencion médica que recibo en el Centro.

El Investigador me ha dado seguridad de que no se me identificara en las presentaciones o publicaciones que deriven de este
estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad serdn manejados en forma confidencial, quedando registrado con
eINUMERO B FOLIO .

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion titul@dd®@ Sy 2 G A LA FA OF OAsy RS @A N
humano y factores predisponentes, asociado al marcador tumorad 8/4p €

Nombre y firma del paciente

Maria del Socorro Camarillo Romero
Investigador Responsable
Centro de Investigaciones en Ciencias Médicas

Av. JesUs Carranza No. 205. Col Universidad, Toluca, Méx. C. P. 50130
Tels (01722) 2806822 y 2194122

75



GDSY20ALAFAOI OAsy RSt +ANHzz RSt tFLAE2YlF 1 d&ly2 Sy Y

Anexo B: Diagramas das tres etapas del método de genotipado Linear Array HPV
Genotyping Test®.

a) Extraccion de acidos nucleicos

1. Preparacion de Reactivos

2. Preparacion de muestras y controles
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