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RESUMEN

Antecedentes. La infeccion producida por el Virus del Papiloma Humano (VPH) representa una
de las enfermedades de transmisidn sexual mas comun a nivel mundial. La familia de los VPHs
cuenta con mas de 150 tipos virales de los cuales 40 son transmitidos sexualmente e infectan
6rganos tanto del hombre como de la mujer. A lo largo de la historia numerosos estudios han
demostrado la importancia de la relacion que existe entre la infecciéon por VPH y el desarrollo
de céncer cervicouterino (CaCu) (zur Hausen, 1996; Bosch y de Sanjosé, 2003; Parkin, 2006).
Objetivo. Conocer cudles son los genotipos del Virus del Papiloma Humano presentes en
muestras de citologia cervical recibidas en el CICMED y la frecuencia de cada genotipo
encontrado en las muestras analizadas en el periodo de enero a abril del 2011. Material y
Método. Se empled el Kit de Roche Linear Array HPV Genotyping test® que es una prueba
cualitativa para la deteccidn in vitro de VPH en células cervicales conservadas en solucion
PreservCyt®, el cual se basa en la amplificacion del ADN diana de la region L1 polimdrfica del
genoma del VPH, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la hibridacién de
acidos nucleicos. El kit es capaz de detectar ADN anogenital de 37 genotipos de VPH (6, 11, 16,
18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70,
71, 72, 73 (MM9), 81, 82 (MM4), 83 (MM7), 84 (MMS8), 1S39 y CP6108), ademds permite
identificar multiples genotipos de VPH en la misma muestra. Resultados. Se procesaron un
total de 53 muestras de cepillado cervical, de mujeres tanto del CICMED como del Hospital
Materno Perinatal Ménica Pretelini previo consentimiento informado, de las cuales 17
(32.08%) fueron positivas para alguno(s) de los 37 genotipos que detecta el Kit, mientras 36
(67.92%) resultaron negativas. En las muestras se detectaron un total de 18 genotipos: VPH 6,
16, 18, 31, 39, 45, 51, 52, 53, 54, 58, 62, 66, 67, 71, 83, 84, CP6108, siendo el VPH 16 (17.65%)
y el VPH 84 (17.65%) los de mayor frecuencia. Conclusiones. Este estudio permitié conocer los
genotipos del Virus del Papiloma Humano presentes en las muestras de citologia cervical
recibidas en el Laboratorio de Biologia Molecular del CICMED y conjuntamente se identificd
que los genotipos mas frecuentes en las muestras pertenecientes a mujeres mexiquenses

fueron el VPH 16 y el VPH 84.
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INTRODUCCION

Desde 1948 surgieron las primeras observaciones sobre cudl podria ser la causa del desarrollo
del cancer cervicouterino (CaCu) (zur Hausen, 1977). Sin embargo, fue hasta hace poco mas de
30 afos cuando se sugirid que la infeccidon producida por el Virus del Papiloma Humano (VPH)
era la causal de dicho cancer, siendo esta la idea que concederia mas tarde en 2008 el premio

Novel a Harald zur Hausen (zur Hausen, 2009).

Actualmente se ha establecid que alrededor del 90-95% de los casos de CaCu son atribuibles a
la infecciéon por VPH, siendo calificada como la causa necesaria pero no suficiente para el

desarrollo de este (Bosch y cols., 2006).

De acuerdo a la Organizacién Mundial de Salud (OMS) el CaCu es el cuarto cancer mas comun
en mujeres, con un estimado de 528, 000 nuevos casos en 2012 (World Health Organization

IARC, 2017).

En 2007 el Dr. Aurelio Cruz Valdez, del Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) declaro que
en México “hay cifras que revelan que 95% de las mujeres menores de 30 afios con vida sexual
activa ya han tenido una infeccién por VPH. La mayoria llega a controlarlo con su propio
sistema inmune, pero aquellas que no, terminan por desarrollar cancer temprano” (Instituto

Nacional de Salud Publica, 2013).

Actualmente la técnica mas utilizada para la deteccion de CaCu es la citologia convencional
junto con la tincién de Papanicolaou (Pap) (Pineda y Ceballos, 2008). No 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 involucrado (De Guglielmo y

Rodriguez, 2010).

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

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

10
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riesgo elevado de enfermedades cervicales y carcinogénesis cervical, aparte de facilitar las
investigaciones epidemioldgicas sobre la infeccién por VPH (Instituto Nacional de Salud

Publica, 2015; Roche Molecular Systems Inc, 2008).
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CAPITULO I. MARCO TEORICO
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1.1 Antecedentes

En tabla 1 se dan a conocer algunos articulos que han sido publicados sobre infeccién de VPH

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

infeccion y los genotipos detectados.

Tabla 1. Estudios sobre frecuencia y genotipos de VPH en México.

Método de . . .
Autor/Afio Poblacién deteccién de Incidencia de Genotipos de VPH
VPH VPH identificados
Linear Oncogénicos: VPH 16
11
— 60 hombres Array HPV (6.5%), 51 (6.5%) y 59 (5.3%)
(Ishibashi y 362 Mexicanos
genotyping 61.9% (n=224)  No oncogénico: VPH 84
cols., 2008) Cuernavaca
! Morelos ! test®y Nested (7.7%), 62 (7.3%) y 6 (6.6%)
PCR ®
50 mujeres PCR e o .

. citologia normal hibridacion IS VPR ARG 0 53 25,
(Eepelellioy ero con reversa en linea 16.0% (n=8) 115, 515 [ =21y L7,
cols., 2009) zambios (Reconoce 27 ’ = 12.5% probable AR (tipo

0,
nucleares tipos de VPH) 8] 7 125 5P I

(Velazquez y
cols., 2010)

(Lopez, Medel,
Villalba y
Sanchez, 2012)

(Peraltay cols.,
2012)

236 mujeres

929 mujeres de
la Ciudad de
México

8.706 mujeres

PCR

PCR muiltiple
HPVA4A ACE
Screenig.
Seeplex ®

Articulos base
de datos
PubMed

31.3%

9.1% (n=85)

VPH 16: 45.9%
VPH 18:31.1%
VPH 31:16.2%
VPH 6: 10.8%
VPH 11: 6.7%

VPH-AR= 43%
VPH 18=42%
VPH 16= 14%
Infecciones multiples: 10%

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 Normal: VPH 16
(3.4%), 33 (2.1%), 18 y 58
(1.2%)

13
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Continuacién tabla 1.

Método de . . ;
Autor/Afio Poblacién deteccién de Incidencia de Genotipos de VPH
VPH identificados
VPH
VPH-AR: 52 (6,58%); 59 y 45
(5.26%); 16, 31, 56 y 58
(3.95%); 82, 44, 35, 68 y 73
(2.63%); 33, 39, 67, 18, 62,
0,
(Vazquez, PCR y micro S, G2 2 ([l

Gomez y Solis,
2015)

(Aguilar y cols.,
2015)

(Ortegay cols.,
2016)

(Casillas, Flores,
Lozano, Pérezy
Llaca, 2017)

(Gallegos,
Rivera, Presnoy
Cervantes,
2017)

102 muestras
de mujeres

822 mujeres

55 muestras de
citologia
cervical

316 de
Monterrey

1163 mujeres

arreglos LCD-

Array, Chipron®

Linear
Array HPV
Genotyping

test®

Linear
Array HPV
Genotyping

test®

Hibridacion y
PCR

Captura de
hibridos y PCR

35.29% (n=36)

12.36%
muestras
normales

46.03% LIEBG
100.0% LIEAG y
CaCu

92.73%

7.0% (n=22)

36.0%

VPH-BR: 6 (10.53%); 84
(5.26%); 11, 70, y 61

(3.95%); 54, 81y 42 (1.32%).

Otros: 91 (6.58%); 66
(2.63%); 90 y 53 (1.32%)
Un genotipo: 38.88%
Multiple: 61.11%

Mas frecuente en todos los
grupos: VPH 16

Controles: VPH 62, 51, 84,
18, 53 y Cp6108

LIEBG: VPH 84, 58,59y 62
LIEAG: VPH 31, 18, 70, 6, 51,
59, 66 y Cp6108

CaCu: VPH 18, 45,52, 58 y
39

VPH 16=43.6%

Seguido de VPH: 58, 31, 18,
y 70

Un genotipo= 38.2%

2 genotipos: 23.6%

3 0 mas genotipos: 30.9%

16,59,51,y42
VPH-AR= 77 %
Un genotipo= 59%
2 genotipos=23 %
3 genotipos= 18 %

VPH: 51 (42 %), 52 (38 %),
16 (37%) vy 33 (34%)
Infeccion multiple: 75.37%

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

La importancia de las verrugas o papilomas se ha establecido desde la antigliedad
reconociendo la etiologia de la infeccion desde el siglo XIX (Lopez y Lizano, 2006). En 1933,
Shope estudid y aislé el primer papilomavirus de las verrugas que aparecen en los conejos cola
de algoddn y posteriormente observaron que al inocular extractos de esas verrugas en conejos
domésticos, las lesiones que presentaban manifestaban progresiones malignas en las células

del tejido (Peyton y Beard, 1935).

El termino atipia coilocitdtica fue acunado por Koss y Durfee en 1956 para describir los cambios
anormales que presentaban las células escamosas 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 aparecieron numerosos estudios que trataban de establecer la relacion entre el
CaCu v la infeccion por papilomavirus, resultando asi la hipdtesis del Dr. Harald zur Hausen
sobre que el cancer de cuello uterino podria surgir por infecciones con el mismo virus que se
encontraba en condilomas acuminados. Posteriormente, el aislamiento de VPH 6 de papilomas
laringeos y el VPH 11 permitieron dar sustento a esta hipdtesis. En 1982 Gissmann y otros
publicaron los primeros tres informes sobre la secuenciacidon de VPH en tumores humanos,
encontrando ADN de VPH 6 en biopsias de condiloma acuminado gigante conocido como

tumor de Buschke-Loéwenstein (zur Hausen, 2009).

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 virus desempefiaban un papel importante en
el desarrollo del CaCu. Por estos descubrimientos y posteriores estudios que condujeron a una
mejor comprensiéon del mecanismo de carcinogénesis mediada por VPH y el desarrollo de una
vacuna preventiva, fueron las principales razones por las que se le concedié al Dr. Harald zur

Hausen la mitad del Premio Novel en el 2008 (Nobelprize.org, 2016).

15
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1.3 Generalidades del VPH

1.3.1 Taxonomia

Los papilomavirus corresponden a la familia Papillomaviridae y el VPH pertenece a cinco de los

16 géneros de esa familia: alfa, beta, gamma, mu y un (figura 1) (de Villiers, Fauquet, Broker,

Bernard y zur Hausen, 2004).

Genus
Alpha-papillomavirus

» ;
541/‘\
m 10
6 9 v4_’,4)43%!1

77 o 78 7 40 / N\ 12
293 2810 32 6 =3 ,—\

; 1 PcPV] RhPv1
9

55,4 ccpv

Beta-
papillomavirus

Delta-
papillomavirus

Gamma-

. o o . '
Epsilon-papillomavirus penBiomissinis

Zeta-papillomavirus ¥V

POPY, aOP! Js
MmPV ( COPV p L ~ \Bpy3BPVe J
N2\ BPW4 . . .
\_/P Pl-paplllomawrus
cPV sPV
Eta-papillomavirus L ‘

Omikron-papillomavirus
Mu-papnllomavurus Xl-paplllomavirus

Lambda-papillomavirus

Kappa-papillomavirus Nu-papillomavirus
lota-papillomavirus

PePV
Theta-papillomavirus

Figura 1. Arbol filogenético con 118 tipos de VPH.
Fuentes: de Villiers y cols., 2004.
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1.3.2 Caracteristicas del VPH

Los papilomavirus presentan un alto tropismo por las células epiteliales de la piel y mucosas,

sus principales caracteristicas se describen tabla 2 (Brooks, Carroll, Butel, Morse y Mietzner,

2011).
Tabla 2. Caracteristicas y funciones de las estructuras del VPH.
Estructura Funcion
Virion Capside Icosaédrica de 55 nandmetros (nm) de diametro

Composicién

Genoma

Proteinas estructurales

Cubierta

Nucleo

y 72 capsémeros (figura 2).
ADN (10%) y Proteinas (90%).
ADN bicatenario, circular de 8 Kpb.

La proteina mayor L1 (peso molecular de 55 KDa) y la
proteina menor L2 (peso molecular de aproximadamente
de 75 KDa).

No tienen.

Sitio de replicacion.

Fuente: Modificado de Brooks y cols., 2011.

Figura 2. Microfotografia electrénica del VPH con tincidn negativa.
Fuente: Laboratory of Tumor Virus Biology - NIH-Visuals Online# AV-8610-3067.
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1.3.3 Clasificacion de genotipos del VPH

De los mas de 100 tipos de VPH identificados 40 infectan el tracto anogenital y alrededor de
30 se asocian con el desarrollo de CaCu. No existe una clasificaciéon definida totalmente. Sin
embargo, pueden considerarse a 19 genotipos de VPH como de “alto riesgo” para el desarrollo
de CaCu, a 17 como de “bajo riesgo” y a 1 de “riesgo no determinado” (tabla 3) (Mufioz y cols.,

2003).

Tabla 3. Clasificacion de genotipos de VPH con base en su nivel de riesgo oncogénico.

Clasificacion Genotipos de VPH

16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,

Al oo 53, 56, 58, 59, 66, 67, 68, 73, 82
B rieseq 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 57, 61, 62,
JoTiese 70, 71, 72, 81, 83, 84, CP6108
Riesgo no determinado 34

Fuente: Mufioz y cols., 2003.

Actualmente existe otra clasificacion que hace una divisién 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, mientras que una

superior al 90%, un subtipo del tipo anteriormente descrito (de Villiers y cols., 2004).
1.3.4 Estructura del genoma del VPH

El genoma de los VPH se puede dividir en tres zonas (figura 3): la regidn larga de control (LCR),

la region temprana (E = early), y la region tardia (L = late) (Samorski, Gissmann y Osen, 2006).
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Figura 3. Mapa genético del VPH 16.
Fuente: Hubbard, 2003.

1.3.4.1 Region Larga de Control (LCR)

Se conoce también como unidad reguladora no codificante (URR) (figura 4) ya que como el
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)
en los VPH genitales, sus principales funciones son: regular la expresién genética (tanto de la
regién temprana como de la regidn tardia, principalmente de los genes E6 y E7), la replicaciéon

del ADN y potencia la transcripcion de promotores de sintesis del ARN (Graham, 2010).
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Figura 4. Mapa Genético de la Regidon 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 E7) que producen proteinas no

estructurales generadas a partir de un promotor temprano (Pe). Estas proteinas desempefian

un papel importante en la replicacidon y la transcripcidn viral (tabla 4); en la modificacién

estructural de las células infectadas, su sefializacion, su ciclo y en el control de la apoptosis.

Ademads modula la respuesta inmune (Ruiz, 2003; Graham, 2010).

1.3.4.3 Region Tardia

Estd formada por los genes L1 y L2 que son las proteinas estructurales de la capside viral

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

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

fases finales de la infeccidn (tabla 4) (Graham, 2010; Mascarefias, Ortiz de la Pefia, Cruz y Sams,

2007).

20



“Genotipificacidn del Virus del Papiloma Humano en muestras de citologia cervical recibidas en el CICMED”

Tabla 4. Funciones de los genes del VPH.

Genes

Funciones

E1l

E2

E3

E4

ES

E6

E7

L1

L2

Modulador de la replicacidon de ADN,
mantenimiento del pldsmido, represién de la
replicacion

Regulacién de la transcripcidn viral, represién de
E6y E7, uniones con LCR

Desconocida

Disrupcién de la citoqueratina en células
escamosas, detencién del ciclo celular, ensamble
del virion
Control del crecimiento, detencién del clico

celular y modulacién inmunoldgica

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

Proliferacion y transformacion celular, activacion
de la transcripcion, ligada a gen Rb

Mantenimiento de la proteina mayor de la
capside

Proteina menor de la capside

Fuente: De la Fuente y cols., 2010; Graham, 2010.

1.3.4.4 Gen LI

Dentro de esta regidn se regula la transcripcion de los genes E6 y E7. Tiene un peso molecular

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

Presenta variaciones en el tamafio y composicidn de nucledtidos 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 entre los genotipos de VPH

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

diagndstico y en la investigacién de modelos de vacunas (Lopez y Lizano, 2006; Vilata, 2001).
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1.4 Ciclo Viral

La transmisidon de VPH epiteliales es por contacto directo de persona a persona con dareas
infectadas de la piel. Los VPH genitales se transmiten por contacto sexual. No obstante, se han
sugerido otras vias de contagio como los fémites. Sin embargo, no parecen ser significativas

(American Cancer Society Inc, 2014).

La infeccidn comienza con la adhesién de viriones a células basales o germinales a través de
una abertura en el epitelio estratificado, a partir de lo cual pueden presentarse dos tipos de
infecciones: latente o productiva (figura 5) (Doorbar, 2005).

INFECTADO NORMAL

El virus se introduce en la piel a través

Célula escamosa madura de un cuerpo extrafio o microabrasion

Virién = = Célula Presentadora
VPH _i @ O O@ > : . 0 7] de Antigeno (CPA)
= o o Q (=) i
L1vlL2 00 o 2 ® o 5) oo Z 05 Capa escamosa
Célula suprabasal ‘ 0(2 _____ O o/ O'O o/.0 oY o _Imadura
656070 (8]0 Y A Ts <o %2
° i E4 = = @ @ |O /" O Capa
— L = ~fe L ® e°0e @ Ofl O Lew 0\ [|escamosa
E'p!somas E6VE7 (@ | ® ) ® 0,06/ e O'O ol0T07/0Y o = o
viricos eXeYoe[oLE / S Queratinocitos
. 0)0] O 0 itelial
Capa amplificadora ( ® ®lele \® © 5 SiF:/Ii:oer:s ne
transmisora expandida )8 Telela olo|0O]© O ]
Célula amplificadora \ -y @ 1 06|6 o o 0 o] \© b
thansiisoka = Célula madre 2 : St
= E6YE7 7 . Célula :L Célula amplificadora | basal

transmisora epitelial

= E———1 |

4 ElyE2 (P na i (Divisora)
H |
|

Episoma viral ¢S

E1yE2
Figura 5. Ciclo viral del VPH en el epitelio estratificado.
Fuente: Modificada de Frazer, 2004.
1.4.1 Infecciones productivas o activas

La produccion de viriones no ocurre hasta la capa exterior del epitelio. No obstante, esta ligada

alareplicacion viraly al proceso de queratinizacion y diferenciacién celular. Existe controversia
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sobre cual es el receptor que permite la unién del virus a la célula pero se ha sugerido el
complejo integrina a6 — 34 como el receptor de membrana. Ademads de que se alude que la
entrada depende de la presencia de proteglicanos de sulfato de heparina en la membrana
plasmatica, los cuales podrian ser el primer lugar de unién y posteriormente la 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 rompimiento de los enlaces
disulfuro internos de la cdpside lo que provocaria el desensamble del virién y permitiria el
transporte del ADN viral al nucleo, donde se cree que para mantener el genoma como un
episoma se expresan las proteinas E1 y E2 que ademas facilitan la correcta segregacién los
genomas durante la division celular, esta infeccién inicial continua con un fase proliferacion,
en la cual se expresan las proteinas E7 y E6 que evitan que las células basales terminen su ciclo
de diferenciacion, una vez que emigran al estrato suprabasal del epitelio y promueven la
proliferacion mediante interacciones con proteinas celulares responsables del control del ciclo
celular, estimulando el progreso de la fase del ciclo celular de G1 a S. El virus amplifica y
empagqueta su genoma para producir viriones infecciosos en las capas intermedias o superiores
del epitelio, 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 replicacion
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 unién de E1 en sitios donde se de origen a la replicacién viral. Las
particulas virales son ensambladas en el estrato granuloso del epitelio y es en la capa superior
de este, donde las células infectadas se descaman pero permanecen en el ambiente antes de
qgue el virus sea transmitido a una nueva superficie epitelial. El virus al ser resistente a la
desecacion se establece extracelularmente 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 litico (Lépez y Lizano, 2006; Doorbar, 2005).

Algunos tipos de VPH provocan que el genoma viral se amplifiqgue en células escamosas
superficiales y produce miles de copias por célula, lo cual puede provocar la activacién de los

genes tardios L1 y L2 que producen la proteina de la cdpside, dando lugar a viriones que al
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acumularse en las células provocan la aparicidn de caracteristicas anormales como lo son: la
presencia de un halo claro perinuclear y un nucleo irregular agrandado e hipercromatico que

frecuentemente presenta fendmenos de binucleacién (Frazer, 2004).
1.4.2 Remision de la infeccién

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

semanas y se asocia a la infiltracién celular de linfocitos T (Doorbar, 2005).
1.4.3 Infeccidn latente

En el nucleo de las células basales el ADN del virus se encuentra en forma episomal (forma
circular libre) y se replica por via extracromosomal sugiriendo como causa la expresién de los
genes E1 y E2, mientras que la expresién de los genes E6 y E7 durante esta fase del ciclo de
vida del virus no es necesaria. En este estado no hay cambios morfoldgicos que se puedan
identificar, por lo que la deteccidn viral en este tipo de infecciones sélo puede hacerse por

métodos moleculares (Doorbar, 2005; De la Fuente y cols., 2010).
1.5 Aspectos clinicos

La verruga o papiloma es la manifestacion morfolédgica 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 genotipos 6 y 11 en un 90 % de los casos
(Lépez y Lizano, 2006). Tanto los VPHs oncogénicos como los no oncogénicos, pueden causar
lesiones intraepiteliales, las cuales en la mayoria de los casos se revierten espontaneamente
(figura 6). Sin embargo, la prevalencia de la infeccién y la respuesta inmune determinan la

progresion de las lesiones (Frazer, 2004).
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Persistencia Viral del VPH

Cérvix normal infectado por
VPH

Figura 6. Desarrollo de Cancer Cervicouterino.
Fuente: Modificada de Schiffman y cols., 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 tabla 5 (Alameda y Carreras, 2007).

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

Clasificacion Nomenclaturas
. Case |
Papanicolaou Clase Il Clase Ill Clase IV Clase V
(Normal)

Displacias Normal Leve Moderada Grave Czi.rcm.orrlla
in situ

NIC (Richard) Normal NIC 1 NIC 2 NIC 3

SIL de baj
Bethesda Normal € bajo SIL de alto grado (HSIL)

grado (LSIL)

NIC: Neoplasia Intraepitelial Cervical LIEBG/LSIL: Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo grado
SIL: Lesién Intraepitelial Escamosa LIEAG/HSIL: Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto grado
Fuente: Alameda y Carreras, 2007

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 visto que al menos en el VPH 16

la

integracion del ADN ocurre frecuentemente cerca de la region E1/E2 donde provoca una

ruptura que lleva a la perdida de las regiones E1 y E2. La disrupcién 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 viricas E6 y E7 degradan

selectivamente los productos del gen p53 y del gen del retinoblastoma (Rb). Este hecho es

considerado como una parte fundamental en la trasformacién maligna de las células del

hospedero, en el desarrollo y formacién tumoral como se muestra en la figura 7 (Bosch,

Lorincz, Muioz, Meijer y Shah, 2002).
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Figura 7. Mecanismo teorico de carcinogénesis cervical por infeccién de VPH.
Fuente: Modificado de Bosch y cols., 2002.

1.7 Factores de riesgo

El primer requisito para el desarrollo de CaCu, es la infeccidn persistente por VPH oncogénicos,

aunque se han descrito otros factores que contribuyen con la progresion de las lesiones. De

entre los cuales se mencionan, el inicio de actividad sexual a temprana edad, el nimero de

parejas sexuales, multiparidad vaginal, nivel socioeconémico, pareja sexual con cancer de

pene, la carga viral (CV) y la variaciéon intratipo del VPH (Lépez y Lizano, 2006). Ademds de otros

factores como (Bosch y cols., 2006):

Deficiencias inmunes adquiridas (infeccion por VIH, tratamientos inmunosupresores)

congénitas (respuestas inmunoldgicas anormales, polimorfismos en p53, entre otros)

(0]

Factores hormonales enddgenos (hormonas esteroideas) o exdgenos (anticoncepcion oral): La

LCR contiene elementos de respuesta a glucocorticoides, los cuales son inducidos por

27



“Genotipificacidn del Virus del Papiloma Humano en muestras de citologia cervical recibidas en el CICMED”

hormonas esteroidales como la progesterona (componente activo de los anticonceptivos

orales) y la dexametasona.

Infeccion por otras enfermedades de transmision sexual: Particularmente por Chlamydia

Trachomatis o por el virus de herpes simple tipo 2.
Habitos alimenticios y consumo de tabaco.

Los factores principalmente descritos en la literatura que han sido asociados a la infeccion por

VPH en mujeres son:

Edad: Se ha encontrado que la prevalecia de la infeccion es mas alta en mujeres menores de
25 afios y en mujeres que comienzan a tener relaciones sexuales a temprana edad. También
se ha encontrado en mujeres adolescentes que el aumento promedio de mas de 1.5 anos de
edad del compafiero sexual con respecto a la edad de la mujer (Oviedo y cols, 2004; Baseman

y Koutsky, 2005).

Numero de parejas sexuales: Es el factor mas consistente 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 numero de parejas tanto de la persona como del compafiero sexual mayor

exposicién y riesgo) (Baseman y Koutsky, 2005).

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

consumo de tabaco y la infeccién (Xiy cols., 2009).
1.8 Frecuencia de infeccién por VPH a nivel mundial y en México

En 2007 fue publicado un metaanalisis que recupero 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 poblacién de 157 879 mujeres, estimando un 10.4 % de
prevalecia de VPH positivo. En Africa, la estimacién 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 Perd) con 12.3 % y por ultimo América del Norte (Canadd, Estados Unidos y
Groenlandia) con 11.3 %. Los cinco genotipos de VPH mas comunes a nivel mundial fueron VPH
16 (2.5%), VPH 18 (0.9%), VPH 31 (0.7%), VPH 58 (0.6%) y VPH 52 (0.6%). Para América Central
los genotipos mas comunes fueron el VPH 16 (4.0%), VPH 31 (1.9%), VPH 18 (1.8%), VPH 53
(1.5%) y el VPH 58 (1.2%). La tasa de prevalencia fue mayor en paises en vias de desarrollo
(15.5%) que en paises desarrollados (10.0%). Segun los datos arrojados por este estudio se
estimd que alrededor de 291 millones de mujeres han sido portadoras de VPH en algun
momento de su vida y que 23% de estas infecciones corresponden al VPH 16y 8.5% al VPH 18

a nivel mundial (de Sanjosé y cols., 2007).

En 2010 se publicd otro metaanalisis mundial que incluyo estudios publicados entre enero de
1995 y mayo de 2009, los cuales utilizaban la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) o
Hybrid Capture 2 (HC2) para la deteccion de VPH. Se evaluaron a un total de 1 016 719 mujeres,
la prevalencia mundial estimada fue de 11.7% en mujeres infectadas por VPH pero sin
hallazgos citoldgicos anormales. Las regiones con mayor prevalencia fueron: Regiones
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 VPH encontrados fueron VPH 16(3.2%),
VPH 18(1.4%), VPH 52(0.9%), VPH 31(0.8%), y VPH 58 (0.7%). También se menciond que
aproximadamente el 3.2 % de las mujeres estudiadas tuvieron 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 cdncer (Bruniy cols., 2010).

El centro de informacidn sobre VPH y cancer reporta que en México 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%), VPH 59 (1.0%), VPH 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 34 (0.1%), VPH 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

29



“Genotipificacidn del Virus del Papiloma Humano en muestras de citologia cervical recibidas en el CICMED”

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 43 (0.2%), 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 (1,632 casos) (Information Centre on HPV and
Cancer ICO/IARC, 2017).

Para conocer el comportamiento del VPH en México se realizd un analisis estadistico que
comprendié 10 afios de 2003 — 2013. La informacidn para el estudio fue obtenida del Sistema
Unico de Informacién para la Vigilancia Epidemioldgica (SUIVE) en donde se reporté que de un
total de 270 917 casos de infeccion por VPH, 259 952 corresponden a mujeres (96.0%) y se
observé un claro incremento en la incidencia de mujeres infectadas en dicho periodo (tabla 6
y figura 8) (Secretaria de Salud, Desarrollo, Evolucidon y Estadistica del Virus del Papiloma

Humano, 2014).

Tabla 6. Casos por afio de infeccion por VPH en poblacion femenina (2003-2013).

Ano Casos Incidencia

2003 18 142 34.64
2004 20554 38.81
2005 24 008 44.86

2006 23212 42.92
2007 20526 38.21
2008 22 365 41.25
2009 27 400 50.09
2010 30 249 54.83
2011 34 885 62.71
2012 38611 64.55

Total 259 942 -

Fuente: Modificado de Secretaria de Salud, 2014.
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Figura 8. Casos por aiio de infeccidén por VPH en poblacién femenina (2003-2013).
Fuente: Modificado de Secretaria de Salud, 2014.

1.9 Métodos de Diagnostico
1.9.1 Métodos morfoldgicos

Citologia Cervical Convencional: Método de tamizaje de elecciéon que junto con la tincion de
Papanicolaou (Pap) se utiliza para la deteccién temprana del cdncer cérvico uterino y otras
alteraciones celulares como los coilocitos, que son indicativos de infeccion por VPH. Consiste
en una serie de procesos para la obtencién mediante un raspado o cepillado, extendido,
conservacion, tincién y observacién de células que se descaman del epitelio que reviste el
cérvix, para detectar anomalias morfoldgicas de la células epiteliales u otras anomalias
malignas. La fortaleza del 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 negativos que puede ascender hasta 54% debido principalmente a la toma y analisis

de las muestras (Varela, 2005; Espinosa, Arreola, Veldzquez, 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 las células son
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 evaluacién de la células epiteliales como sangre,
moco, células inflamatorias y otros artefactos, para posteriormente depositarlas en una capa
celular (monocapa) mejorando y facilitando con todo esto la observacién y la lectura
microscépica celular (Varela, 2005). Otras ventajas que incluye son menor probabilidad de
repeticion y la capacidad de usar la misma prueba para la deteccién de VPH. Sin embargo, su

costo es mayor que la citologia convencional (American Cancer Society Inc, 2014).

Colposcopia: Procedimiento que se realiza después de un resultado positivo en la citologia
convencional. Consiste en la visualizacion magnificada (mediante el uso del colposcopio) del
cuello uterino y areas adyacentes después de la aplicacion de acido acético al 5% y solucién de
lugol. Brinda informacidn 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 a las caracteristicas
establecidas en la clasificacidon internacional de la International Federation for Cervical

Pathology and Colposcopy (IFCPC) (Tinnirello, 2008).

La citologia convencional junto con la colposcopia y la histologia (por medio de una biopsia)
son la base del protocolo en México para la prevencién secundaria, deteccidn y diagndstico de
las lesiones intraepiteliales e invasoras del cérvix de acuerdo a lo establecido en la Norma

Oficial Mexicana NOM-014-SSA2-1994 (Secretaria de Salud, 2007).
1.9.2 Métodos inmunohistoquimicos

Determinacidon de p16INK4a: La unidn 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 proteina pl6 lo que resulta en la sobreexpresion y acumulacién de

pl6INK4a en las células. Su deteccidn 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 sobre 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 celular, establece la ausencia o presencia de lesiones
intraepiteliales, su grado y extensién de células positivas, por lo cual puede utilizarse para
detectar lesiones NIC Il y NIC Ill asociadas a infecciéon por VPH. No obstante es un marcador
poco especifico ya que aumenta en cuadros de inflamacion (Gutiérrez, 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 moleculares que facilitan su deteccidon con mayor precision, sensibilidad
y especificidad, demostrando que son Utiles para la disminucién tanto de la mortalidad como
de la morbilidad por CaCu. En la figura 9 se muestra la clasificaciéon 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
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de acidos nucleicos

—— Southem blot

Hibridaciénin
situ

Hibridacién Dot
blot

Figura 9. Diagrama de clasificacién de pruebas moleculares para deteccién de VPH.
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en microplacas (MCHA®)

— PreTect® Proofer

APTIMA® HPV
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Fuente: Modificado de Abreu, 2012.

Captura de hibridos de segunda generacién (CH2): Es un método aprobado por la Food and

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

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

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) proporcionales a la cantidad de ADN del VPH
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presentes en la muestra bioldgica, lo que aporta una estimacién 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 VPH de bajo 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 descrito 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
(QIAGEN, 2017; Ortiz, Torres y Garcia, 2006).

Reaccidn en cadena de la polimerasa (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 conservada del VPH (gen L1 de la capside). En la actualidad se han disefiado
diferentes tipos de PCR para deteccidon 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 multiples) y las de tiempo real (ademas del diagndstico y
genotipificacion es utilizada para la determinacién cualitativa de la carga viral) entre otras,
ademas de que tanto las especificas de tipo como las de amplio espectro han sido adaptadas

a las de tiempo real (Abreu, 2012; Ortiz y cols., 2006).

Linear Array: En la actualidad es uno de los sistemas mas sensibles y especificos para
determinar una infeccién latente, subclinica y activa por VPH. Se basa en cuatro procesos
principalmente: Preparacion de las muestras, que consiste en la liberacion del ADN del VPH de
las células cervicales por accion de la lisis producida ante la presencia de la proteinasa K,
posteriormente se aisla y purifica el ADN en una columnay se lleva a cabo la elucién; en el uso
de la PCR en la que se emplean cebadores biotinilados (PGMY09/PGMY11) para amplificar una
secuencia de nucleétidos de la regién L1 con una longitud de aproximadamente 450 pares de
bases (pb) y un par de cebadores adicionales para coamplificar el gen de la B-globina humana

de 268 pb como control para asegurar la adecuacidn de las células, la extraccion de ADN y la
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amplificacidn; en la aplicacién de la hibridacion reversa en tira (soporte sélido de nitrocelulosa
gue contiene inmovilizadas multiples sondas especificas de tipo); y en la deteccidn de los
productos mediante una reaccién colorimétrica e interpretados por medio de una guia de
referencia. Este 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, 73 y 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 9 genotipos de riesgo
indeterminado ( 55, 62, 64, 67,69, 71, 83, 84 y 1S39) (Roche Molecular Systems Inc, 2017).

La principal ventaja que tiene este método a nivel clinico es que permite determinar el
genotipo especifico que causa la infeccidn, lo cual es muy importante tanto para el caso de los
genotipos de bajo riesgo, ya que aunque no implican riesgo de cancer pueden causar
anormalidades citoldgicas; 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 deteccién de las infecciones 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 lesidn y la tolerancia
inmunolégica que ocasiona la persistencia de la infeccién (Baseman y Koutsky, 2005; Carozzi y

cols., 2012).

La prueba cuenta con una sensibilidad del 96%, una especificidad del 99% y una
reproducibilidad de 99%. Sin embargo, se pueden obtener resultados erréneos para el VPH 52
ya que contiene una sonda de reaccién cruzada que hibrida con los genotipos 33, 35, 52 y 58
gue no descartan la coinfeccién con el genotipo 52 del VPH (Roche Molecular Systems Inc,

2017).

Como se menciond anteriormente existen diferentes pruebas moleculares de deteccién de
VPH a continuacién se muestra los métodos mas utilizados y los genotipos que cada uno es

capaz de detectar (tabla 7).

36



“Genotipificacidn del Virus del Papiloma Humano en muestras de citologia cervical recibidas en el CICMED”

Tabla 7. Genotipos de VPH detectados por diferentes sistemas moleculares.
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Continuacién tabla 7.

Tipos
del
VPH

HC2 HPV
DNA assay ®

MY09/11
Dot Blot @
PGMY09/11

Reverse LBA ®
GP5+/GP6+

EIA ®

GP5+/GP6+
Reverse LBA ®

SPF-PCR
Reverse LIPA @

INNO-LIPA ®
(Imnogenetics)

Amplicor HPV

DNA test

(Roche ®)

Linear Array

HPV
Genotyping
Test (Roche ®©)

BAJO RIESGO

6
11
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a2
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83 [MM?7]
84 (MM8)
CP6108

X
X

X

pad

X X X X X X X X

X X X

X

xX X X X

>

pad

X X X X X X

X X X X X X X X X X

xX X X X

Fuente: Modificado de Ortiz y cols., 2006.

1.10 Vacuna

X X X X X X X X

xX X X

X X X X X X X

X X X X

xX X

X X X X X

X X X X

La identificacion 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

epidemioldgicos realizados, han abierto nuevas perspectivas para la prevencion de la

infeccion, como lo es el desarrollo de la vacuna contra el VPH. Su aplicacién hoy en dia

establecida en la Norma Oficial Mexicana NOM-014-SSA2-1994 como el método de prevencidn

primario para el control del CaCu (Secretaria de Salud, 2007).
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Actualmente la FDA ha aprobado el uso de tres vacunas para la prevencion de la infeccién por

VPH Gardasil ®, Gardasil 9 ® y Cervarix ® (tabla 8). Las tres previenen la infeccidén por los tipos

16y 18 de VPH, dos de los virus que causan el 70 % de los CaCu. Gardasil ® impide también la

infeccion por los tipos 6 y 11 de VPH, los cuales causan 90 % de las verrugas genitales. Gardasil

9 ® previene la infeccidn por los mismos cuatro tipos de VPH y otros cinco tipos de VPH de alto

riesgo (31, 33, 45, 52 y 58) (Instituto Nacional del Cancer, 2016).

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

Cervarix®

Gardasil®

Gardasil 9 ®

Laboratorio

Principio activo

Sistema de
expresion

de la proteina
L1

Adyuvante

Esquema de
vacunacion

Edad

Indicaciones

GlaxoSmithKline

VLP: tipos 16, 18
(20, 20 pg)

Baculovirus que utiliza células
Hi-5 Rix4446 derivadas de
Trichoplusia ni

Formulacion ASO4
(500 pg Al (OH)3 y 50 pug de
MPLY)

0, 1y 6 meses

10 a 25 anos

Prevencion de las lesiones
cervicales premalignas y
cancer
de cérvix relacionados
causalmente con los tipos 16

Y
18 del VPH.

1. Monofosforil lipido A
Fuente: Modificado de Ortiz y cols., 2006.

Merck Research
Laboratories
Sanofi Pasteur MSD

VLP: tipos 6, 11,16, 18
(20, 40, 40, 20 pg)

Saccharomyces cerevisiae
CANADE 3C-5 (Cepa 1895)

225 g Al (POu)

0, 2y 6 meses

9 a 26 anos

Prevencion de las lesiones
genitales
precancerosas (cervicales,
vulvares y
vaginales), cancer cervical
y verrugas
genitales externas
(condiloma
acuminata) relacionados
causalmente
con los tipos 6, 11, 16 y 18
del VPH

Merck Sharp and Dohme

VLP: tipos 6, 11, 16, 18,
31, 33, 45, 52, y 58 (30,
40, 60, 40, 20, 20, 20, 20,
20 pg)

Saccharomyces cerevisiae
CANADE 3C-5 (Cepa 1895)

500 g Al (POu)

0, 2y 6 meses

a partir de 9 afios y
adultos

Prevencion de lesiones
precancerosas y canceres
de los genitales
femeninos (cuello de
utero, vulva y vagina);
lesiones precancerosas y
canceres de ano y
verrugas genitales en
hombres y mujeres
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CAPITULO Il. PLANTEAMIENTO
DEL PROBLEMA, PREGUNTA DE
INVESTIGACION Y OBJETIVOS
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2.1 Planteamiento del problema

Existen numerosos estudios publicados a lo largo de la historia que han demostrado la
importancia de la relacion que existe entre la infeccion por VPH y el desarrollo de cancer
cervicouterino. La infeccién por VPH representa una de las enfermedades de transmisidn
sexual mas comunes a nivel mundial y en México, donde estima que 95% de las mujeres
menores de 30 afios con vida sexual activa han tenido infeccion por VPH, en la mayoria de los
casos el sistema inmunolégico logra eliminar la infeccidon. No obstante, hay casos en los que el
VPH puede permanecer latente y ocasionar el contagio de mas personas. Las mujeres en las
cuales el sistema inmunolégico no logra controlar el virus pueden terminar desarrollando

cancer cervicouterino.

Actualmente no existen estudios especificos que describan la frecuencia y los genotipos que
existen en las mujeres infectadas por VPH en el Estado de México, los cuales aportarian
informacién sobre cual es la problematica en la poblacion para ayudar a plantear un mejor

abordaje en el tratamiento y monitoreo de la infeccién.

Existen diversos métodos de deteccion para el VPH como el Papanicolaou (Pap), no obstante,
los métodos moleculares constituye un método altamente sensible y poco invasivo para
determinar la presencia de una infeccidn cervical activa por VPH lo que contribuye a la

deteccion oportuna de la enfermedad.

El presente trabajo tuvo como objetivos conocer la frecuencia y los genotipos de VPH
presentes en muestras recibidas en el CICMED provenientes de mujeres mexiquenses; para lo
cual, fueron seleccionadas 53 muestras de citologia cervical de pacientes recibidas durante el
periodo comprendido de enero a abril de 2011 del macroproyecto “Genotipificacidén y factores
predisponentes en la infeccidn del virus del papiloma humano y su asociacién con el marcador

tumoral CA-125" llevado a cabo en el CICMED.

El método de deteccion molecular empleado fue el Kit de Roche Linear Array HPV Genotyping
test® que ofrece ventajas tales como: alta sensibilidad, especificidad y reproducibilidad,

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

¢Cuales seran los genotipos del Virus de Papiloma Humano que se encuentran en las muestras
de citologia cervical recibidas en el Laboratorio de Biologia Molecular del CICMED procedentes

de mujeres mexiquenses?

2.3 Objetivos
General

Conocer la frecuencia y los genotipos de Virus del Papiloma Humano presentes en muestras
de citologia cervical procedentes de mujeres mexiquenses, recibidas 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 el Kit de Roche Linear Array HPV genotyping test.

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

cuales son los genotipos que se encuentran con mayor frecuencia en la poblacion estudiada.
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CAPITULO Ill. METODOLOGIA
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3.1 Disefno del estudio
Estudio transversal.
3.2 Tamano de la muestra

Muestreo por conveniencia, debido a que en presente trabajo deriva del marcoproyecto
“Genotipificacién y factores predisponentes en la infeccidén del virus del papiloma humano y
su asociacién con el marcador tumoral CA-125”, que fue financiado por la UAEMéx. Las
muestras obtenidas fueron de mujeres mexiquenses que asistieron a la consulta de ginecologia
y colposcopia del CICMED y del Hospital Materno Perinatal Monica Pretelini. Se recopilaron las
muestras, datos y resultados de un total de 53 pacientes seleccionadas para el presente

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

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

UAEMéxX.
3.4 Criterios
Inclusion

- Mujeres residentes del Estado de México que 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 abril del 2011.

- Pacientes con y sin lesidn Intraepitelial Escamosa.

Exclusion

- Muestras con resultado invalido para la técnica de genotipificacién de VPH.
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3.5 Conceptualizacién de variables

Tabla 9. Manejo de variables.

. Definicion Definicion Tipo de . Anilisis
Variable . . Escala de medicion ‘.
conceptual operativa variable estadistico
Infeccién por
Alteracion del VPH
. corroborada .
., estado ontoldgico . . Cualitativa o
Infeccidn mediante el Kit . Resultado positivo .
de salud de un . Nominal . Porcentaje
por VPH o de Roche Linear s Resultado negativo
individuo causada Dicotomica
Array HPV
por el VPH .
genotyping
test®.

Resultado positivo
para alguno(s) de los
siguientes genotipos

Diferencias de VPH:
genotipicas entre 6,11,16,18,26,31,33,35
los tipos de Deteccion de ,39,

. il i I del 40,45,51,52,53,54,55,5 .
Genotipo de paprioma virs algunofs) .e 08 o Frecuenciay
VPH marcadas por los 37 genotipos Cualitativa 6,58, orcentaie

diferentes detectados por 59,61,62,64,66,67,68,6 P g
aminoacidos que el Kit 9,70,
constituyen la 71,72,73, (MM9),
proteina L1 81,82 (MM4), 83
(MM7),
84 (MM8), IS39y
CP6108
Riesgo que se
Capacidad que reporta como Alto riesgo
. tienen algunos demostrado Bajo riesgo .
Riesgo . N ) Frecuencia 'y
. genotipos de VPH para Cualitativa Probable alto riesgo .
oncogénico . . . . porcentaje
de producir una predisponer una Riesgo no determinado
lesion lesion Sin clasificar
cancerosa
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3.6 Procedimiento
3.6.1 Informacidn del proyecto y recoleccion 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 se indicd el procedimiento que se llevaria a cabo, las
pacientes que estuvieron de acuerdo firmaron la carta con los términos estipulados. Se les
asigno un folio, se aplico el cuestionario “Factores predisponentes para infeccion por VPH” y

se realizd la toma de muestra de citologia cervical.
3.6.2 Toma de muestra de citologia cervical

La toma de muestras fue realizada por la Dra. Migdania Martinez Madrigal en el HMPMP y el
Dr. Sergio Gerardo Martinez Pérez en el CICMED. Se empleé el dispositivo Cervex-Brush® que
permite el muestreo simultaneo del ecto y endo cérvix, con lo cual se logra un mejor contenido
de células endocervicales y/o metaplasicas. Ademas 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 evitan lesiones en el cérvix y disminuye el contenido de
sangre en la muestra (la técnica empleada establece no mds del 3.5%) que inhibe la
amplificacién por PCR y dar lugar a falsos negativos (ROVERS MEDICAL DEVICES, 2017; Roche

Molecular Systems Inc, 2017).

Las condiciones 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, évulos o cremas.
- No haber tenido relaciones sexuales en un minimo de 3 dias.

- Bafarse por la mafana (no duchas vaginales).

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

conservacién validados para la prueba de genotipado Linear Array HPV Genotyping test®. Es
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una solucién tamponada a base de metanol, que conserva las células unas tres semanas en un

rango de temperatura de 4 — 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 de las que consta el presente estudio.

2

» 3

A 4

Estudio Ginecoldgico

\4

Invitacion a
participar en el
estudio

v

Si acepta (firma de
carta de
consentimiento
informado)

:

Aplicacion de
cuestionario
“Factores
predisponentes para
infeccién por VPH”

Colposcopia
(*realizada por
personal calificado)

Genotipificacién del
VPH

Analisis de datos

\4

Linear Array HPV
Genotyping Test ®

Toma de muestra
(cony sin lesion)

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

Elaboracién de bases
de datos con la
informacidén
obtenida del estudio

-

Calculo de frecuencia
de la infeccién y de
cada uno de los
genotipos identificados

Figura 10. Diagrama general de las etapas del estudio.

* Ginecdlogos: Migdania Martinez Madrigal (HMPMP) y Sergio Gerardo Martinez Pérez

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

Para la deteccién de genotipos en las muestras recolectadas se empled la plataforma de Roche
Linear Array HPV Genotyping Test®, que es un método molecular que permiten conocer el o
los genotipos especificos presentes en las muestras a diferencia de los métodos
convencionales. Ademas el kit es uno de las técnicas comerciales que identifica un mayor

numero de genotipos, lo cual se muestras en la tabla 7 (ver seccién 1.9.3).
El kit consta de cuatro etapas principalmente:

1.- Preparacién de las muestras: Extraccién del ADN objetivo del VPH y del ADN gendmico

humano.

2.- Amplificacién mediante PCR: Se selecciona y amplifica la regién L1 polimdrfica del genoma

del VPH.

3.- Hibridacién de los productos amplificados: El amplicén de VPH se hibrida con alguna de las
sondas oligonucledtidas solo si contiene la secuencia correspondiente de la sonda

complementaria que contiene la tira de genotipado.

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

sondas donde tiene lugar la hibridacidn.

El procedimiento detallado se describe en el Anexo B.
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3.7 Implicaciones éticas

El proyecto de investigacion se realizé conforme a los principios estipulados en la Declaracidn
de Helsinki (Asociacién Médica Mundial, 2008) para respetar la ética de investigacion llevada
a cabo en seres humanos y conté con la aprobacion de los Comités de Etica del Centro de
Investigacién en Ciencias Médicas (CICMED) y del Hospital Materno Perinatal Mdnica Pretelini

(HMPMP) de la ciudad de Toluca.

El macroproyecto “Genotipificacién y Factores Predisponentes en la Infeccién por Virus del
Papiloma Humano y su Asociacién con el marcador tumoral CA-125” que se llevé a cabo en el
Centro de Investigacion en Ciencias Médicas de la Universidad Autdnoma del Estado de México
y del cual deriva el presente trabajo, contd con una carta de consentimiento informado (Anexo

A) que sirvié como respaldo de este proyecto.
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CAPITULO IV. RESULTADOS
Y DISCUSION
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4.1 Frecuencia de infeccion por VPH

Se obtuvieron un total de 53 muestras de cepillado cervical de mujeres mexiquenses
procedentes del CICMED y del HMPMP, de las cuales: 17 (32.08%) resultaron positivas para
alguno(s) de los genotipos que detecta la técnica, mientras 36 (67.92%) resultaron negativas

como se muestra en la figura 11.

Figura 11. Frecuencia de mujeres mexiquenses infectadas por VPH.

La frecuencia obtenida de pacientes positivas para VPH (32.08%) coincide con la reportada en
un estudio realizado en mujeres de Tlaxcala, donde se indicé que la infeccidon por VPH tiene
una prevalencia de 31.3% (Veldzquez y cols., 2010). En otro trabajo realizado en el sureste
mexicano sobre genotipificacion de VPH, el virus fue identificado en el 35.92% de las muestras
de mujeres (Vazquez y cols., 2015), dato que también coincide con la frecuencia encontrada
en el presente estudio. De igual manera se encontré concordancia con lo reportado en
muestras de mujeres de la Ciudad de México, donde se obtuvo un 36.0% de frecuencia de

infeccién por VPH (Gallegos y cols., 2017). En la tabla 1 (ver la seccién 1.1) se muestran otros
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estudios realizados en poblacién mexicana, donde se encontraron frecuencias distintas a la
reportada en el presente trabajo. Esta diferencia podria deberse a que la distribucion de los
genotipos varia de acuerdo a la zona geogréfica y a la poblacién estudiada, lo cual se ha
reportado en estudios realizados a nivel mundial (Crow 2012; de Sanjosé y cols., 2007; Bruniy
cols., 2010). Aunado a esto, la prevalecia de la infeccién también depende del método de
diagnéstico utilizado, ya que las diferencias podrian derivar de la sensibilidad y especificidad

de la técnica empleada (Ortiz y cols., 2006).

En el 67.92% de las muestras no se identificd la presencia de alguno de los 37 genotipos que
detecta el kit. Esto puede deberse a que posiblemente las pacientes no presentaban infeccién
por VPH o esta ya habia desaparacido, ya que se ha encontrado que la mayoria de las
infecciones por VPH son transitorias e intermitentes porque el sistema inmunitario interviene
de manera importante en la eliminacion y control del virus. Se reporta que alrededor del 70%
de la infecciones por VPH parecen desaparecer en un ano y el 90% en un plazo de dos anos
(Goldstein y cols.,2009). La CV o el nimero de genomas virales también puede ser un factor
gue influyd en el porcentaje de muestras negativas. En la literatura se reporta que esta puede
verse afectada por factores propios de las pacientes como la edad, ya que se ha observado que
en las mujeres jovenes (<34 anos) infectadas por VPH, la carga viral es alta, pero a menudo la
infeccidn retrocede espontaneamente, mientras que en mujeres mayores (> 55 afios) el virus
es mas propenso a persistir, pero a menudo la carga viral disminuye (Lazcano y cols., 2001). En
el presente estudio no se realizd dicha medicidn en las muestras, asi que no se verificd que
fuera la adecuada para la genotipificacion. No obstante que el kit Linear Array HPV Genotyping
Test® menciona que es un punto importante para la deteccién (Roche Molecular Systems Inc,
2008). La edad promedio de las pacientes que participaron en el presente trabajo es de 38.09
+10.87 afos y por lo descrito anteriormente se sugiere que para futuros estudios sea realizado
dicho analisis y se establezca un punto de corte que determine que la CV es adecuada para la
deteccién. Otro punto muy importante es que el kit Linear Array HPV Genotyping Test® no
identifica los genotipos 43, 44, 57 y 74 a diferencia de otros métodos comerciales (Ortiz y cols.,

2006), razén por lo cual se pudo tener un resultado negativo en la genotipificacién, pese a que
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gue alguna paciente estuviera infectada por alguno de estos genotipos de VPH o por nuevos

tipos de virus no detectados por el procedimiento empleado.
4.2 Genotipos de VPH detectados y su frecuencia

Se identificaron un total de 18 genotipos distintos en las 17 muestras que fueron positivas para
VPH. En la figura 12 se puede observar que el VPH 16 y el VPH 84 fueron los genotipos
detectados con mayor frecuencia, siguiendo los genotipos 31, 45, 53, 62, y finalmente los
genotipos 6, 18, 39, 51, 52, 54, 58, 66, 67, 71, 83 y CP6108 que fueron los que se encontraron

con menor frecuencia.
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Figura 12. Frecuencia en estudio de cada genotipo de VPH detectado en las muestras.

El VPH 16 junto con el VPH 84 fueron los genotipos mas frecuentes en las muestras. Con
relacion al VPH 16 era lo esperado, ya que es reportado como el genotipo con mayor frecuencia
tanto a nivel mundial (de Sanjosé y cols., 2007; Brooks y cols., 2011) como en México

(Velazquez y cols., 2010; Peralta y cols., 2012; Aguilar y cols., 2015; Ortega y cols., 2016;),
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Ademads es uno de los VPH-AR que presenta un mayor grado de asociacidn con el desarrollo de

CaCu (de Sanjosé y cols., 2007).

En la poblacién mundial el VPH 84 no es reportado como uno de los mds comunes. Sin
embargo, en el presente estudio fue uno de los dos genotipos encontrados con mayor
frecuencia (17.65%). Este genotipo fue descrito por Ishibashi y cols. (2008) como el no
oncogénico mas comun en hombres de Cuernavaca, Morelos. A 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 VPH. En contraste Vazquez y cols. (2015) reportaron que este
genotipo fue el VPH-BR mas identificado en mujeres del sureste mexicano. En otra estudio
donde se incluyeron pacientes de Monterrey, Guadalajara, Tepic, Ciudad de México, Metepec
y Tlaxcala el genotipo 84 fue el mas frecuente en mujeres con LIEBG (Aguilar y cols., 2015).
Este informe concuerda con lo encontrado en el presente estudio, ya que todas las pacientes
portadores de VPH 84 fueron diagnosticadas con LIEBG. Es importante mencionar que aunque
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 CaCu. La elevada frecuencia con la que se encontré el VPH 84 en
muestras de mujeres mexiquenses y la asociacidon que tienen con el desarrollo de lesiones de
bajo grado, son dos aspectos que se podrian tomar en cuenta para determinar si es importante
prevenir la infeccidn por este genotipo. No obstante, es indispensable realizar mas estudios
gue establezcan mas a fondo su importancia, ya que esto sélo es una sugerencia con base en

los resultados obtenidos.

Los genotipos 31, 45, 53y 62 ocuparon el segundo lugar en frecuencia (11.76%) en las muestras
analizadas. El VPH 31 fue reportado como uno de los cinco mas comunes en la poblaciéon
mundial con una frecuencia de 0.8% (Bruni y cols., 2010). En México fue identificado tanto en
mujeres de Tlaxcala (Veldzquez y cols., 2010) como de Nayarit (Ortegay cols., 2016), donde se
consideréd como uno de los tres genotipos mas comunes (16.2%) y uno de los VPH-AR

encontrados con mayor frecuencia, respectivamente. Con relacién al VPH 45, es reportado con
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una frecuencia de 0.7% en mujeres con citologia normal (Information Centre on HPV and
Cancer ICO/IARC, 2017), mientras que Vazquez y cols. (2015) establecieron que el VPH 45 es
uno de los genotipos de alto riesgo que predominan en el sexo femenino. El genotipo 53 fue
reportado como uno de los cinco mas comunes entre la poblacién de América Central con una
frecuencia del 1.5% (de Sanjosé y cols., 2007). En México la prevalencia reportada del VPH 53
varia del 0.9% en muestras de mujeres sin lesién (Information Centre on HPV and Cancer
ICO/IARC, 2017) al 1.32% en mujeres del sureste mexicano (Vazquez y cols., 2015). En la base
de datos del Information Centre on HPV and Cancer ICO/IARC. (2017) se reportd que el VPH 62
fue encontrado en el 0.7% de mujeres mexicanas con citologia normal, mientras que este fue
identificado en el 7.3% de las muestras de hombres de Cuernavaca, Morelos (Ishibashi y cols.,
2008). En el presente estudio, se observé que los genotipos 31, 45, 53 y 62 tuvieron una mayor
frecuencia en comparacion con otros estudios realizados en México. Esto puede deberse tal
vez a la diferencia en el tamafio de la muestra, al método de genotipificacion empleado o a la

variabilidad en la distribucidn geografica de los genotipos.

Es importante mencionar el valor predictivo que puede tener la identificacion de los genotipos
especificos, como en el caso de los genotipos 31y 45, ya que fueron identificados comunmente
en muestras de CaCu de mujeres mexicanas (Peralta y cols., 2012; Aguilar y cols., 2015). No
obstante en el presente estudio todas las pacientes portadoras del genotipo 31 presentaron
LIEBG, mientras que las portadoras del VPH 45 fueron diagnosticadas por colposcopia con
LIEAG. En el caso de las pacientes con VPH 62 se encontré coincidencia con lo reportado en la
literatura ya que se ha identificado en muestras con LIEBG (Aguilar y cols., 2015). Por lo
anterior, también es importante sefialar la relevancia que tiene el seguimiento clinico de todas
las pacientes ya sean positivas o negativas para VPH, tengan o no lesion intraepitelial

€scamaosa.

Los genotipos restantes obtuvieron una frecuencia de 5.88% cada uno. Siete pertenecen al
grupo de virus de alto riesgo (VPH 18, 39, 51, 52, 58, 66 y 67). Los cinco restantes al grupo de
bajo riesgo oncogénico (VPH 6, 54,71, 83 y CP6108). El VPH 18 se reporta a nivel mundial como

uno de los mas frecuentes (de Sanjosé cols., 2007; Bruniy cols., 2010, mientras que en México
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existe diferentes prevalencias reportadas por Veldzquez y cols. (2010), Lépez y cols. (2012) y
Vazquez y cols. (2015). En el presente trabajo, el VPH 18 fue encontrado unicamente en una
de las muestras analizadas. No obstante, como posee un alto grado de asociacion con el

desarrollo de CaCu (Bosch José y de Sanjosé, 2003), es importante no desestimar su presencia.

El Information Centre on HPV and Cancer ICO/IARC. (2017) informé que la prevalencia de los
genotipos 39, 66, 67 de alto riesgo junto con el VPH 54 de bajo riesgo, en pacientes mexicanas
con hallazgos citologicos normales fue de 0.3%, 0.4%, 0.1% y 0.2%, respectivamente. De igual
manera fueron identificados en un estudio de genotipificaciéon del VPH efectuado en el sureste
mexicano, donde el VPH 39, 67 y 54 tuvieron una prevalecia de 1.32% cada uno, mientras que
el genotipo 66 fue reportado con una frecuencia de 2.65% (Vazquez y cols., 2015). Las
frecuencias varian en todos los estudios. Sin embargo, su identificacién es importante para

entender como se encuentran distribuidos estos genotipos en nuestra poblacion.

En un estudio de deteccion de VPH realizado en una clinica de Monterrey el VPH 51 resulté
dentro del grupo de VPH-AR mas frecuentes (Casillas y cols., 2017). En otro estudio realizado
en una clinica de la Ciudad de México el VPH 51 (42%) y VPH 52 (38%) fueron los mas
frecuentes en muestras de citologia cervical (Gallegos y cols., 2017). En el presente trabajo las
frecuencias obtenidas fueron menores a las mencionadas anteriormente. En el caso del VPH
52 la frecuencia podria estar subestimada en el presente estudio, debido a que no se puede
descartar la coinfeccion con el VPH 58 por la reacciéon cruzada que existe en la tira de
hibridacion del Kit Linear Array HPV genotyping test ® (Roche Molecular Systems Inc, 2008). En
la poblacién mundial el VPH 52 y el VPH 58 fueron registrados dentro de los cinco mas comunes
(Bruniy cols., 2010). Ademas el genotipo 58 fue identificado como uno de los mas frecuentes
en pacientes mexicanas con y sin lesion, pero con una mayor prevalencia en mujeres con

diagnostico de LIEAG (Peralta y cols., 2012), dato que coincidié con en el presente trabajo.

La frecuencia del VPH 6 es reportada alrededor del 10.0% en dos estudios realizados en
mujeres mexicanas (Veldzquez y cols., 2010; Vazquez y cols., 2015), es decir por encima de la

encontrada en el presente trabajo, lo cual no descarta su importancia, al igual que en los
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anteriores casos. Aparte este genotipo fue clasificado como de bajo riesgo oncogénico (Mufioz

y cols., 2003) pero se ha reportado su identificacion en LIEAG (Aguilar y cols., 2015).

La identificacién de los de los genotipos 71 y 83 fue reportada en México por el Information
Centre on HPV and Cancer ICO/IARC. (2017) con una frecuencia de 0.4% y 0.3%,
respectivamente. Sin embargo, aunque la frecuencia reportada de esos dos genotipos junto
con el VPH CP6108, fue bajo o nula en otros estudios, esto podria deberse al método de
identificacion empleado o a la distribucién geografica de los genotipos, es importante
mencionar que en México, se ha reportado su presencia en muestras con LIEBG y CaCu, casos
similar al del genotipo CP6108 que se ha identificado en pacientes con LIEBG (Aguilar y cols.,
2015). En el presente estudio las pacientes portadoras de estos tres genotipos tuvieron
diagnéstico de LIEBG. Resultado que concuerda con lo mencionado anteriormente. Aunado a
esto, el VPH 71 es considerado un genotipo de bajo riesgos, pero se ha reportado que la
proteina E6 de este genotipo degrada de manera eficiente a p53 (Fu y cols., 2010), lo cual
podria sugerir un alto potencial oncogénico. A pesar de ello, es necesario realizar mas estudios,

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

Como se puede observar en la figura 13 los genotipos de alto riesgo oncogénico son los que
presentaron una mayor frecuencia en las muestras de citologia cervical. Dato que coincide con
lo reportado en otros estudios, donde se sefiala que la infeccidn por 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, 2017). Lo cual podria sugerir que las mujeres
mexiquenses infectadas por VPH tienen un alto riesgo 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 factores como el inicio de actividad sexual a
temprana edad, el nimero de parejas sexuales, nivel socioecondmico, la carga viral y la

variacion intratipo del VPH, los cuales podrian aumentar el riesgo en nuestra poblacién.

VPH-BR
oncogénico
38.46%

VPH-AR

oncogénico
61.54%

Figura 13. Resultado de los genotipos de VPH encontrados de acuerdo a su riesgo
oncogénico.
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Los genotipos detectados se clasificaron de acuerdo a su riesgo oncogénico y se obtuvieron

sus frecuencias, lo cual se muestra en la tabla 10.

Tabla 10. Frecuencia 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) (CP8O61] 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 (61.54)

La distribucion encontrada de los genotipos en este trabajo, donde el VPH 16 ocupé el primer

lugar de frecuencia dentro del grupo de los virus de alto, seguido por el genotipo 31, 45 y 53.

En un estudio publicado en 2009 se reporté que la vacuna con adyuvante AS04 (Cervarix®)

aparte de mostrar una alta eficacia contra los genotipos 16 y 18 también ofrece proteccién

cruzada parcial contra el VPH 31, 33 y 45 (Paavonen y cols., 2009). Caso similar al de la vacuna

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

VPH de alto riesgo donde se incluye el VPH 31 y 45. No obstante en el Estado de México, se

aplica la vacuna tetravalente que Unicamente incluye los genotipos 16, 18, 6 y 11 (Secretaria

de Salud, 2018), razén por la cual las mujeres mexiquenses no estaran protegidas parcialmente

contra esos genotipos, ni contra los otros cinco de alto riesgo (VPH 39, 51, 53, 66 y 67) y los
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seis de bajo riesgo (VPH 54, 62, 71, 83, 84 y CP6108) que también fueron identificados en
nuestras muestras. Los cuales no se encuentran incluidos en ninguna de las tres vacunas

existentes.

4.4 Comparacién entre el resultado por genotipificacidn y el diagndstico por colposcopia

Se hizo la comparacion del resultado obtenido en la muestras mediante genotipificacion (VPH
positivas y VPH negativas) con el resultado del diagndstico por colposcopia (figura 14) y se
observé que todas las pacientes que presentaron LIEAG estaban infectadas por VPH. Mientras
que, solo en el 33.33 % de las pacientes con LIEBG se identificé la presencia de alguno(s) de los

37 genotipos de VPH que detecta la plataforma de Roche Linear Array HPV Genotyping Test®.

100.00
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80 - 66.67

60

%

40

20

LIEAG LIEBG Sin Lesion
M VPH Positivas B VPH Negativas

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

escamaosa.
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La distribucién en nuestros datos es similares a la reportada en una revisidn sistematica
publicada en 2012, donde se encontrd que la prevalecia de VPH en mujeres mexicanas con

LIEAG, LIEBG y Normal (sin lesién) es de 75.5, 42y 15 %, respectivamente (Peralta y cols., 2012).

En el 66.67% de las pacientes con LIEBG por colposcopia no se detectd ningin VPH. Esta
discrepancia puede deberse posiblemente a que: la CV presente en las muestras no fue la
adecuada para la deteccidn; la presencia de nuevos genotipos de virus en las muestras de
citologia cervical, los cuales no pueden ser detectados por el método empleado o al sobre
diagnéstico en la colposcopia (Curiel y cols., 1999). Es importante sefialar que tampoco se
puede descartar la presencia de infeccidon por VPH en los casos de pacientes sin lesidon ya que
se ha reportado la presencia de este virus en pacientes clinica y citologicamente sanas

(Capdeville y cols., 2009; Peralta y cols., 2012; Aguilar y cols., 2015).
4.5 Frecuencia de mono-infeccidn y coinfeccién

Se agruparon las muestras con base en el nUmero de genotipos identificados, como se muestra
en la tabla 11. Actualmente se desconoce la importancia clinica y epidemioldgica tanto de las
coinfecciones como de las combinaciones de los genotipos involucrados. Sin embargo, en
México se ha reportado que la prevalencia de coinfecciones es mayor a la de mono-
infecciones, la cual varia de acuerdo a la zona geografica analizada (Vazquez y cols., 2015; Orte
y cols., 2016; Gallegos y cols.2017). En el presente trabajo, se encontré que la mayoria de las
muestras de mujeres mexiquenses (52.94%) presentan infeccidn por un sélo genotipo,
mientras que en el 47.06% restante se identificd la presencia de coinfeccidn, siendo la mas
comun la que involucra dos genotipos. Datos que coincide con lo reportado en un estudio
realizado en una clinica de Monterrey donde se reportd un porcentaje de coinfecciones del
41.0%, del cual el 23.0% corresponde a infecciones producida por dos genotipos (Casillas y

cols., 2017).
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Tabla 11. Numero de genotipos de VPH identificados en las muestras.

No. de Genotipos | N (%) |
Uno 9 (52.94)
Infeccion multiple 8 (47.06)
Dos 7 (41.18)
Tres 1(5.88)

En el presente estudio el genotipo 16 se encontrd en coinfeccidén en el 66.67% de las muestras.
Lo cual coincide con lo reportado en la literatura, donde se menciona que las coinfecciones

mas identificadas son las que involucran al VPH 16 (Ortegay cols., 2016; Gallegos y cols., 2017).

Por otro lado se observd que en el presente estudio, el genotipo 84 se encontrd en coinfeccion
en todos los casos. Como se menciond anteriormente, aun se desconoce el papel que juegan
las coinfecciones en el desarrollo de lesiones escamosas intraepiteliales, sin embargo hay
reportes que indican que se encuentran en el 58.2% de las LIEBG (Aguilar y cols., 2015). En
nuestros resultados se encontrd que todas las muestras donde fue identificada la presencia de

mas de un genotipo tuvieron diagndstico de LIEBG.
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La prevalencia de infeccidon por VPH que se encontré fue de 32.08%.

En las muestras de citologia cervical de mujeres mexiquenses se identificaron los

genotipos: VPH 6, 16, 18, 31, 39, 45, 51, 52, 53, 54, 58, 62, 66, 67, 71, 83, 84 y CP6108.

Los genotipos identificados con mayor frecuencia, fuero el VPH 16 y el VPH 84.

Se identificé la presencia de coinfecciones en el 47.06% de las muestras.
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Anexo A: Carta de consentimiento informado

Toluca, México, a de de201__ .

Nombre del paciente

Se le invita a participar en el proyecto de investigacion “Genotipificacion y factores predisponentes en la infeccion del virus
del papiloma humano y su asociacion con el marcador tumoral CA-125".

Informacion general:

El virus del papiloma humano es el nombre de un grupo de virus de los cuales algunos producen cambios anormales en el
cuello uterino que pueden estar asociados con el desarrollo de cancer. El virus del papiloma humano es un grupo grande de
virus de los cuales se han identificado mas de 100 tipos, de 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 en una cita posterior 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 andlisis posteriores a fin de conocer la fisiopatologia de su padecimiento.

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

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

e Se metomara una muestra de cérvix, empleando un cepillo o hisopo desechable y estéril, por el personal médico o quimico
especializado.

e Unatoma de muestra sanguinea, para la deteccidn del antigeno CA-125, Biometria Hematica, Quimica sanguinea.

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

e Riesgos, inconvenientes y molestias: No existen riegos de infeccidn, ya que el material empleado es nuevo, desechable y
estéril. En algunos casos, la toma de muestra podra generar un pequefio sangrado, 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 estd
solicitando. En la toma de muestra sanguinea se podria presentar: algin hematoma, mareos ligeros o la necesidad de
realizar una segunda puncidén en caso de venas dificiles.

e Beneficios: Se me hard entrega del resultado por escrito de los estudios en los que haya participado, asi mismo, se me
podra orientar el tipo de institucion de salud que pudiera atenderme.

El Investigador se ha comprometido a darme informaciéon a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le
plantee acerca de los procedimientos que se llevardn a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con
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 identificard 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
el NUMERO DE FOLIO

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion titulado: “Genotipificacidn de virus del papiloma
humano y factores predisponentes, asociado al marcador tumoral CA-125"

Nombre y firma del paciente

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

Av. JesuUs Carranza No. 205. Col Universidad, Toluca, Méx. C. P. 50130
Tels (01722) 2806822 y 2194122
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Anexo B: Diagramas de las tres etapas del método de genotipado Linear Array HPV

Genotyping Test®.

a) Extraccion de acidos nucleicos

1. Preparacién de Reactivos

Establecer el nimero de
reacciones y colocar los
tubos en la bandeja
MicroAmp.

Mezclar 125 pL de VPH
Mg2+ a un vial de VPH
MMX.

50 plL de mezcla a cada
tubo de reaccion.

2. Preparacién de muestras y controles

v

Almacenar la bandeja que
contengan la mezcla
maestra de trabajo a una
Tde2-8°C.

Establecer la T de un
blogue de calor en seco a

Disolver el reactivo CAR
liofilizado con 310 pL de

Mezclar mediante
agitacion 30 mL de etanol

G6°C+2°Cyotroa70°C |- AVE Agitar por 10 s. absoluto con AW2.
+2°C.
¥
Afadir 80 pL de ATL a Identificar un tubo con Preparar el reactivo AL de
cada tubo. tapon de rosca de 2 mL trabajo anadiendo el
“| para cada muestra vy volumen adecuado del
T control. reactivo CAR.
Agitar cada muestra vy
control por 10 s. Afiada | | Afiadir 20 uLde PKacada | | Armar el  siguiente
250 L de cada muestra y tubo, tapary agitar por 10 dispositivo y guardar:
control al tubo |e| S Incubar a 56 °C + 2 °C Abrir la tapa del CLM e
debidamente por 30 min en un blogue introducir el VC e
identificado. de calor en seco. introducir EXT en CLM.
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Continuacion de Preparaciéon de muestras y controles

Afiadir 250 plL de reactivo
AL a cada tubo. Tapar los
tubos y agitarlos por 10 s
a velocidad maxima.

Aplicar vacio al colector
para eliminar todos los
lisados.

Incubar los tubos a70°C +
2 "C por 15 min en un
blogue de calor en seco.
Agitar de vez en cuando
durante el periodo de
incubacion.

Anadir 300 pL de etanol
absoluto a cada tubo y

¥

Anadir 750 pL de AW2 2
cada CLM. Dejar incubar
la solucion por 1 min
minimo.

Transfiera el lisado de
cada tubo al CLM e
incubar la solucion

durante 1 min minimo.

agitarlos por 15 s a
velocidad maxima.

L
Incubar los tubos a T

ambiente por 5 min y
centrifugar a la velocidad
maxima.

Colocar cada CLM en un
tubo de recoleccion de
desechos y cerrar la tapa.

Aplicar vacio al colector
para eliminar todo el
liguido y continde con la
aplicacion de vacio
durante 1 min mas.

Afiadir 750 uL de etanol
absoluto a cada CLM.
Dejar incubar la solucion
durante 1 min.

¥

¥

Desechar los tubos de
recoleccion de desechos y
colocar cada CLM en ELT.

Extraer con cuidado el
reactivo EXT de cada CLM
v desechar.

Aplicar vacio al colector
para eliminar todo el
liquido.

Incubar los conjuntos
resultantes a
temperatura ambiente
durante 5 min vy

centrifugar a velocidad
maxima por 1 min.

Identificar un ELT para
cada muestra y control.

Centrifugar los conjuntos
a velocidad maxima por 3
min.

v

Anadir 120 plL de AVE a
cada CLM vy cerrar las
tapas.

Abrir la tapa de cada CLM
e incubar a T ambiente
por 15 min.

¥

Eliminar y desechar el
CLM de los conjuntos
resultantes y coloque los
tapones en los tubos.

A los tubos de
amplificacién que
contengan mezcla de

trabajo afiadir 50 pL de
cada muestra y control
procesados.

Transferir las muestras y
los controles preparados
en la bandeja de
amplificacidn.
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b) Amplificacion

Colocar el conjunto Programar el Iniciar el  programa
bandeja/retenedor en el - termociclador GeneAmp || METHOD.,
bloque del termociclador. PCR System 9700,
v
El amplicén se conservar Retirar los tapones de los Extraer la bandeja del
a T ambiente durante S h || tubos de reaccion vy || termociclador a las 4 h.
o7 diasde2a8°C. pipetear inmediatamente
100 pL de DN y mezclar.
c) Deteccion de genotipo (s)
Precalentar el bafio de
Calentar los reactivos de Precalentar un bafio de agua con agitacién a 53 °C
deteccion a Tambiente. [ aguaa53°C+ 2°C. -+ + 2 °C con velocidad de
agitacion de 60 RPM.
v
Calentar el tampon de Preparar:
hibridacion y el tampon - Tampon de hibridacion
Preparar tampén citrato. de lavado astringente en - Tampon de lavado
el bafio de agua a 53 °C £ [*| Smbiental
2°C rinr 15 min y dejar en - Tampén de lavado
n el bafio hasta el usarlos. astringente
Extraer las tiras de
genotipado  del  HPV Etiguetar cada una de las Colocar las tiras con las
LINEAR ARRAY de la bolsa || tiras con la informacion (| lineas de sonda hacia
de HPV Strip. correspondiente. arriba en el pocillo.
v
Cubrir la bandeja con la Pipetear 75 puL de
tapa e introducirla en el amplicon desnaturalizado Afiadir 4 mL de tampdn
bafio de agua con [¥] en el pocillo [¢| de hibridacion.
agitaciona 53°C+ 2°C. correspondiente.
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Continuacion deteccién de genotipos

Deje actuar la hibridacion
durante 30 min con una
velocidad de agitacion de
60 RPM.,

Retirar la bandeja del
bafo de agua y extraer el
tampon de lavado
astringente de los pocillos
mediante aspiracion por
vacio.

Durante la hibridacion
preparar el conjugado de
trabajo:

15 pL de SA-HRP a 5 mL
de tampon de lavado
ambiental por c/tira

Retirar la bandeja del
bafio de agua y extraer el
tampon de hibridacion de
los pocillos con aspiracion
por vacio.

¥

v

Afiadir 4 mL de conjugado
de trabajo en cada pocillo
gue contenga una tira e
introduzca la bandeja en
el agitador orbital a T
ambiente.

Afiadir 4 mL de tampén
de lavado astringente e
introduzca la bandeja en
el bafo de agua con
agitacion a 53 °C + 2 °C.
Incubar por 15 min con
una velocidad de
agitacion de 60 RPM.

Anadir 4 mL de tampdn
de lavado ambiental a
cada pocillo que contenga
una tira.

Retirar la bandeja v
extraer mediante
aspiracion por vacio el
tampon de lavado
ambiental

Incubar durante 30 min. a
T ambiente (15-30 °C) con
velocidad de agitacion de
60 RPM.

Retirar la bandeja del
agitador orhital y extraer
el conjugado de trabajo
de los pocillos mediante
aspiracion por vacio.

v

.

Anadir 4 mL de tampon
de lavado ambiental e
introducir la bandeja en el
agitador orbital a T
ambiente por 10 min con
velocidad de agitacion de
60 RPM.

Anadir 4 mL de tampon
de lavado ambiental e
introducir la bandeja en el
agitador orbital a T
ambiente por 10 min con
velocidad de agitacion de
60 RPM.

Afadir 4 mL de tampon
de lavado ambiental en
cada pocillo. Balancear
suavemente 3 6 4 veces la
bandeja para lavar las
tiras W aspirar
inmediatamente vacio.

Retirar la bandeja vy
extraer mediante
aspiracion por vacio el
tampén de lavado
ambiental

Afadir 4 mL de tampoén
citrato, colocar la tapa
sobre la bandeja e
introducirla en el agitador
orbital a T ambiente por 5
min con velocidad de
agitacion de 60 RPM.
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Continuacion deteccién de genotipos

Preparar sustrato de
trabajo: Anadir 4 mL de
SUB AalmLdeSUBB
por

Retirar la bandeja v
extraer el tampon citrato
mediante aspiracion por
vacio.

L

Extraer las tiras de la
bandeja y colocarlas
sobre  una superficie

limpia vy seca. Dejar que
sequen al aire durante
una hminimoyhasta72h
a T ambiente.

Anadir 4 mL de agua
destilada o desionizada
en cada pocillo que
contenga una tira.

-

v

Asegurar que los
resultados de los
controles de la serie
analitica sean validos y
realizar la interpretacion
de resultados

Afadir 4 mL de tampoén
de sustrato de trabajo e
introducirla bandeja en el
agitador orbital a T
ambiente por 5 min. con
velocidad de agitacion de
60 RPM.

¥

Retirar la bandeja del
agitador orbital y extraer
el sustrato de trabajo
mediante aspiracion por
vacio.
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