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RESUMEN

El virus del papiloma humano es el agente causal de una de las
enfermedades de transmision sexual mas comun alrededor del mundo,
especialmente en paises en vias de desarrollo, donde la prevalencia de la
infeccion asintomatica varia de 2 a 44%, dependiendo de la poblacion y la
region estudiada. Basandose en los datos que implica una infeccion cervical
por VPH, el 90% de los casos tendra un curso asintomatico con una
eliminacién de la infeccion en 1 o 2 afios, y el otro 10% tendra la infeccion
persistente y un aumento del riesgo del desarrollo de cancer. Los tipos que son
de alto riesgo incluyen al 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y
82. Los tipos de bajo riesgo incluyen al 6, 11, 40, 42, 43, 44, 53, 54, 61, 72 y
81. Hay tipos que aun no han sido clasificados por la IARC, que es la
encargada de clasificarlos de acuerdo con datos recabados a nivel mundial, por
lo tanto si aln no estan clasificados no sabemos el comportamiento que
puedan tener en cuanto a su capacidad para producir ciertas lesiones
celulares.

El objetivo de este estudio fue determinar la distribucion de los tipos y la
persistencia del papiloma humano en personas de 18 a 35 afos de edad.

Materiales y métodos: Se procesaron 125 muestras de exudado faringeo
(en hombres y mujeres) y 157 muestras de exudado cervical. Las muestras
faringeas y cervicales fueron obtenidas en la ciudad de Puebla, en pacientes
de 18 a 35 afios de edad entre los meses de junio 2014 a junio 2015. Para la
deteccidon del VPH se us6 PCR punto final y para la tipificacion la técnica de
microarreglos, para confirmar los resultados de ciertas muestras se uso la
técnica de secuenciacion.

Después de analizar las 125 muestras faringeas, ninguna muestra fue
positiva a VPH, todas ellas amplificaron para el gen beta globina.

Para los resultados del estudio en cérvix, 63 pacientes de las 157 fueron
positivas a VPH, dando un porcentaje del 40%, de una poblacién de mujeres
clinicamente sanas, de las cuales solo 5 fueron vacunadas contra VPH. El tipo
91 es el que se encontré con mayor frecuencia en 12 pacientes (8.4%), seguido
por los tipos 90 y 56, en 11 pacientes (7.7%) cada uno, el tipo 52 en 10
pacientes (7%), el tipo 42 en 9 pacientes (6.3%) y el tipo 51 en 8 pacientes
(5.6%). El tipo 16 se encontré en 7 pacientes (4.9%) y el tipo 18 en solo una
paciente (0.7%). Los tipos 35, 68, 82, 11 y 72, que pueden ser detectados por
el microarreglo utilizado, no estuvieron presentes en ninguna muestra
analizada.

Conclusion: Actualmente existen dos vacunas contra VPH y una mas
gue estd proxima a salir que cubrird hasta nueve tipos, pero si tomamos en
cuenta que existen mas de 200 tipos de VPH, aun estamos lejos de una
completa proteccién. Esta mas que documentado que los tipos 16 y 18 son
cancerigenos, pero aun se desconoce mucho de otros tipos, ya que son de
reciente descripcion, es por ello importante usar las nuevas tecnologias de
biologia molecular para realizar la deteccion y el seguimiento del
comportamiento de estos virus. Este estudio aporta evidencias de que hay
otros tipos con mayor frecuencia que los tipos 6, 11, 16 y 18. También se
comprobd que hay pacientes desde los 20 afios que ya presentan un NIC-1,
esto importante ya que con esto se elimina la idea de que solo las mujeres
mayores estan en riesgo de desarrollar cancer cervicouterino.



INTRODUCCION

El VPH es el agente causal de una de las enfermedades de transmision sexual
mas comun en el mundo, especialmente en paises en vias de desarrollo,
donde la prevalencia de la infeccion asintomatica varia de 2 a 44%,
dependiendo de la poblacién y la region estudiada (De Sanjosé y cols., 2007).
Basandose en los datos que implica una infeccion cervical por VPH, el 90% de
los casos tendra un curso asintomatico con una eliminacion de la infeccién en
1 o 2 afios, y el otro 10% tendra la infeccién persistente y un aumento del

riesgo de desarrollar cancer (Zandberg vy cols., 2013).

Los PV son ubicuos y se han detectado en una amplia variedad de animales,
asi como en los seres humanos, siendo especificos para su respectivo
huésped; mas de 200 tipos de VPH han sido reconocidos con base en
secuencias de ADN que muestran diferencias genémicas, 85 tipos estan bien
caracterizados y unos 120 aislamientos se clasifican como posibles nuevos
tipos (Burd., 2003). El doctor Harald Zur Hausen fue el primero en demostrar
por medio de experimentos de hibridacion, que las verrugas genitales y los
tejidos de cancer de cérvix contienen genomas del virus del papiloma humano

(LOpez-Saavedra y Lizano-Soberon., 2006).

Los tipos de VPH se refieren a menudo como de bajo o alto riesgo en funcion
de su potencial para desarrollar cancer. Los de alto riesgo incluyen los tipos
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82. Los de bajo riesgo
causan lesiones mas benignas que afectan a las areas anogenitales, causando
verrugas genitales (condilomas), neoplasia cervical intraepitelial y papilomas
laringeos. Estos incluyen los tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 53, 54, 61, 72 y 81
(Zandberg y cols., 2013).



Clasificacion de los virus del papiloma

El gen L1 es el mejor conservado dentro del genoma del VPH y por lo tanto se
ha utilizado para la identificacion de nuevos tipos de PV en los ultimos 15 afios.
Un nuevo tipo de PV es reconocido como tal si el genoma completo ha sido
clonado y la secuencia de ADN del gen L1 difiere en mas de 10% del PV mas
cercano conocido. Las diferencias entre 2% y 10% de homologia definen un
subtipo y menos de 2% una variante. Esta definicion fue acordada entre los
cientificos que trabajan en el diagndstico y taxonomia de PV, en el taller de
virus del papiloma celebrado en Quebec en 1995. La evolucién del virus se ha
debatido por afos, utilizando los genes E6, E7 y L1 o las combinaciones de E6-
E7-L1; sin embargo, han dado lugar a arboles filogenéticos que establecen
relaciones similares o incluso idénticas. La comparacion de secuencias entre
los genomas completos de 118 PVs revela una gran diversidad entre los virus,
pero se observar una distribucion similar cuando se compran solo los ORF de
L1, un cladograma basado en L1 de 96 VPH y 22 tipos de PV en animales se

presenta en la figura 1 (De Villiers y cols., 2004).
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Figura 1. Arbol filogenético que contiene las secuencias de 118 tipos de virus

del papiloma (De Villiers y cols., 2004).



La introduccion del término "género™ es Util, ya que este término reemplazara

las expresiones un tanto vagas como "principales ramas" o "super grupos". A lo

largo de la biologia, incluyendo la virologia, géneros especificos normalmente

unen a las especies, que estan claramente relacionados filogenéticamente,

pero a menudo biolégicamente muy diversos. Lo mismo se aplica a los géneros

PV. Las propiedades biolégicas conocidas para cada género se presentan en la
Tabla 1 (De Villiers y cols., 2004).

Género

Propiedad bioldgica

Alpha-papillomavirus

Beta-papillomavirus

Gamma-papillomavirus
Delta-papillomavirus
Epsilon-papillomavirus
Zeta-papillomavirus
Eta-papillomavirus
Theta-papillomavirus
lota-papillomavirus
Kappa-papillomavirus
Lambda-papillomavirus
Mu-papillomavirus

Nu-papillomavirus

Xi-papillomavirus
Omikron-
papillomavirus

Pi-papillomavirus

Lesiones cutdneas y mucosas en seres humanos
y primates.

Lesiones cutaneas en seres humanos en forma
latente, que se activa en condiciones de
inmunosupresion.

Lesiones cutaneas en humanos.

Lesiones en los ungulados.

Lesiones cutaneas en bovinos.

Lesiones cutaneas en los caballos

Lesiones cutaneas en aves

Lesiones cutaneas en aves

Lesiones cutaneas en roedores

Lesiones cutdneas y mucosas en conejos
Lesiones cutaneas y mucosas benignas

Lesiones cutaneas en humanos

Lesiones cutaneas benignas y malignas en
humanos

Lesiones en bovinos

Aislado de las verrugas genitales en los cetaceos

Aislado de hamster

Tabla 1. Propiedades biol6gicas del genero papillomavirus (De Villiers y cols.,

2004).



Genoma y estructura del virus

Los virus de VPH son relativamente pequefos, sin envoltura, que contienen un
genoma de ADN circular de doble cadena, el ADN esta asociado con proteinas
histone-like y protegida por una capside formada por dos proteinas L1 y L2.
Cada capside esta compuesta de 72 capsdémeros, cada uno de los cuales se
compone de cinco unidades monoméricas de 55 kDa que se unen para formar
un pentamero que esta constituido por la proteina principal de la capside que
es la L1. Los pentdmeros de L1 se distribuyen formando una red de
interacciones disulfuro intra e inter pentamérica que sirve para estabilizar la
capside. Ademas de la proteina L1, la capside esta formada por la proteina L2
con aproximadamente 75 kDa, esta proteina se encuentra dentro del virion.
Asi, cada virion contiene 72 capsomeros de L1, el componente principal de la
capside y un namero variable de copias de L2, un componente secundario de
la capside viral, formando una particula con simetria icosaédrica y con
aproximadamente 50 a 60 nm de diametro, en la figura 2 se muestra la

estructura del VPH (Conway y Meyers., 2008).

Los genomas virales de todos los tipos de VPH tienen 8 marcos de lectura
abiertos. Estos ORFs se expresan a partir de ARNm policistronico que se
transcribe a partir de una sola cadena de ADN. Los 8 ORFs son divididos en
genes tempranos y genes tardios, el genoma también cuenta con una region
no codificante llamada LCR. Los ORFs tempranos codifican las proteinas E1,
E2, E4, E5, E6 y E7. Los ORFs tardios codifican para las proteinas L1y L2 que
forman parte de la cépside. EI genoma del VPH tipo 16, que es el mas

estudiado se muestra en la figura 3 (Schiffman y cols., 2007).
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Figura 3. Genoma del VPH tipo 16 (Schiffman y cols., 2007).



Proteinas virales
Proteina E1

E1l representa una de los las proteinas mejor conservada entre los diferentes
tipos de VPH. Tiene funciones de union al ADN y un sitio de unién en el origen
de replicacion localizada en LCR. Se ensambla en un complejo hexamérico,
ayudado por la proteina E2, el complejo formado tiene actividad de helicasa
que inicia la apertura bidireccional del ADN, elemento necesario para la
replicacion del ADN viral (Wilson y cols., 2002). ElI dominio carboxilo tiene
actividad helicasa/ATPasa la cual es necesaria y suficiente para la
oligomerizacion. Este dominio también interactla con la proteina E2 y la sub
unidad p70 de la polimerasa de ADN. Un segmento de aproximadamente 160
residuos de aminoacidos rio arriba del dominio helicasa/ATPasa es el dominio
de unién al ADN (White y cols., 2003).

Proteina E2

El ORF de E2 da lugar a multiples productos génicos mediante splicing del
ARN, las proteinas derivadas del gen E2 estan implicadas en el control de la
transcripcion viral, la replicacion del ADN y la segregacion de los genomas
virales. Puede unirse a los factores en la cromatina mitética y unir el genoma
viral al genoma del huésped durante la mitosis, esto contribuye a la
coordinacion de la replicacion del ADN del VPH con el cromosoma de la célula
huésped, requisito importante para la persistencia del ADN del virus en las

células basales no diferenciadas (McPhillips y cols., 2006).

En lesiones que tiene el VPH de forma episomal, la proteina E2 reprime la
expresion de genes tempranos como un mecanismo para regular el namero de
copias. Ademas, se ha reportado que las proteinas E2 son capaces de reprimir
la actividad del promotor de telomerasa mediada por la proteina E6. La
integracion del genoma en el cromosoma de las células hospederas
usualmente interrumpe la expresion de E2, causando una desregulacion de
varios genes entre ellos E6 y E7, este evento puede ser favorable para la
transformacién de las células del huésped y la transiciébn a un estado maligno

(Romanczuk y Howley., 1992).



Proteina E4

A pesar de ser considerada una proteina temprana, Se encuentra
exclusivamente en las capas diferenciadas del epitelio infectado. Aunque su
expresion se produce en las células altamente diferenciadas que expresan los
genes de la capside y sintetizan nuevos viriones, no se encuentra en particulas
de virion. E4 no se requiere para la transformacion o la persistencia episomal
de ADN viral, pero interactia con las redes de queratina y provoca su colapso
(Doorbar y cols., 1991).

Se ha sugerido que puede tener un papel importante en favorecer y apoyar la
amplificacion del genoma, ademas de regular la expresion de genes tardios, el
control de la maduracion del virus y facilitar la liberacion de viriones. También
interactla y altera la organizacion de los filamentos intermedios. El papel de E4
en la liberacién de virus estd soportado por la asociaciéon con la envoltura
cornea celular, una estructura altamente resistente debajo de la membrana
plasmatica de los queratinocitos diferenciados en el estrato corneo (Longworth
y Laimins., 2004).

Proteina E5

Es un pequefio péptido hidrofobo, de aproximadamente 83 aminoacidos de
tamafio que se localiza principalmente en el reticulo endoplasmico. Cuando se
expresa solo tiene débiles propiedades oncogénicas. Pero en los ensayos de
cultivo de tejidos, E5 puede mejorar la actividad transformadora de E6 y E7, lo
gue sugiere que puede tener un papel de apoyo en la progresion tumoral. La
localizacion en el reticulo endoplasmico sugiere que su actividad puede estar
relacionada con el trafico de proteinas de la membrana citopladsmica a través
de este compartimento celular. Se ha reportado que E5 puede alterar la
actividad del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), ademas de
reducir los niveles de las proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad
de clase I, la modulacion de la via de las MAP cinasas (MAPK) y la alteracion
de los niveles de caveolina (Moody y Laimins., 2010).


https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna

La induccion de la hiperproliferacion por la proteina E7 desencadena la
apoptosis, que esta bloqueada por la accién de la proteina E6. Las acciones de
cooperacion de E6 y E7 inmortalizan de manera eficiente las células y este
proceso se ve aumentado por la accion de la proteina E5. La capacidad de E6
y E7 para dirigir reguladores cruciales de la proliferacion, apoptosis,
inmortalizacion y estabilidad genémica promueve colectivamente la aparicion
de una poblacion clonal de células con una ventaja de crecimiento y una mayor
propension para la transformacion y progresion maligna, el mecanismo se

muestra en la figura 4 (Moody y Laimins., 2010).
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Figura 4. Mecanismos moleculares por los cuales las oncoproteinas de VPH

cooperan para inducir la carcinogénesis cervical (Moody y Laimins., 2010).
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Proteina E6

La proteina E6 esta formada por aproximadamente 150 aminoacidos y contiene
dos dedos “zinc-like” unidos por un interdominio de 36 aminoacidos. Una de las
interacciones mayormente estudiadas de la proteina E6 es con la proteina
supresora de tumores p53, proteina celular que es encargada de la
coordinacion tras el estrés genotoxico o citotoxico, p53 normalmente esta
presente en bajos niveles, el dafio celular desencadena un aumento en los
niveles de p53. Entre las funciones de p53 esté iniciar las vias de reparacion
de ADN, la deteccidn del ciclo celular y si el dafio es mayor, tiene la funcion de
inducir la apoptosis. La importancia de p53 en dirigir una respuesta celular
hacia el agente citotoxico se puede ver ya que aproximadamente la mitad de
todos los canceres humanos tiene mutaciones en p53 (Howie y cols., 2009). El
principal mecanismo por el cual los tipos de alto riesgo de VPH inactivan a p53
es mediante la induccién de su degradacion a través de la via de la ubiquitina-
proteosoma, el mecanismo por el cual se lleva a cabo se muestra en la figura 5
(Thomas y cols., 1999).

ADP ATP @
PROTEASOME COMPLEX E6

Figura 5. Mecanismo por el cual la proteina E6 induce la degradacion de p53
(Thomas y cols., 1999).
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Otra funcion de la proteina E6 de los VPH de alto riesgo que es importante
para la inmortalizacion, es su capacidad para activar la expresion de la
subunidad catalitica de la telomerasa. La actividad de la telomerasa se
encuentra normalmente en las células embrionarias y esta ausente en las
células somaticas, en cada ciclo de division los telomeros se acortan, con el
tiempo se produce inestabilidad cromosOmica y senescencia. Sin embargo, en
los VPH de alto riesgo se ha demostrado que se mantienen los teldmeros a
través de la accion de la telomerasa. Curiosamente, la sobre expresion de la
subunidad catalitica de la telomerasa junto con E7 es suficiente para
inmortalizar a los queratinocitos primarios humanos. Hay poca informacion
sobre la actividad de la proteina E6 en los VPH de bajo riesgo con la activad de

la telomerasa (Hamid y cols., 2009).

Proteina E7

Tiene alrededor de 100 aminoéacidos de longitud y contiene tres regiones
conservadas, induce la proliferacion celular mediante la unién a varios factores
celulares, la interaccion mejor caracterizada es con la proteina supresora de
tumores Rb y miembros de la familia como p107 y p130. Las actividades de
supresion de crecimiento de pRb y las proteinas relacionadas pocket pl07 y
pl30 estdn mediadas por miembros de la familia E2F de factores de
transcripcion. En GO/G1 pRb hiperfosforilado esta unido a E2F. Dado que pRb
tiene un dominio represor transcripcional, el complejo pRB/E2F funciona como
un represor transcripcional. Después de la fosforilacibn por quinasas
dependientes de ciclina en G1, el complejo pRB/E2F se disocia y E2F actia
como activador transcripcional. Dado que los objetivos transcripcionales de
E2F incluyen muchas proteinas que codifican enzimas que son importantes
para la entrada a la fase S, la actividad de E2F representa un aspecto
importante en la progresiéon de G1/S. La desregulacion de esta red por la
proteina E7 de los virus de alto riesgo contribuye a la actividad de

transformacién de esta oncoproteina viral.
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En el caso de la interaccion E7/pRB, E7 desestabiliza a pRB dando la sefial
para activar la protedlisis a través de un mecanismo que implica el proteosoma.
E7 codificado por virus de alto riesgo y bajo riesgo que son muy diferentes
tanto en propiedades bioguimicas y biolégicas. E7 de bajo riesgo se une a pRB
con baja eficiencia a diferencia de los virus de alto riesgo que la unién es mas
estable (MUnger and Howley., 2002). Se ha sugerido un mecanismo por el cual
la proteina E7 viral induce tumores, el cual se muestra en la figura 6 (Yim and
Park., 2005).

+ Activacion de la
E2F-1 transcripcion
E2F-1 —\ >
RB
~ b E2F-1 PRB
Inactivo Represion Complejo
transcripcional inactivo

cdk

PPRB

Inactivo

Figura 6. Mecanismo por el cual la proteina E7 inactiva a pRB (Yim and Park.,
2005).
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ProteinaLly L2

Se ha reportado que las proteinas presentan actividad de unién al ADN in vitro,
en donde ambas proteinas de la capside tienen la capacidad de ayudar en el
proceso de encapsidacion del genoma mediante la union directa al ADN sin
gue tenga una secuencia especifica. Esta region putativa de unién al ADN
conserva secuencias cortas de residuos basicos cargados positivamente que
se encuentran en el extremo carboxilo terminal de L1 y en el extremo amino y
carboxilo terminal del L2. La region de union al ADN de L1 en el VPH tipo 33 es
necesaria para la encapsidacion del ADN. La delecién ya sea de N-terminal o
C-terminal en las regiones de union al ADN en el virus de papiloma bovino
tipol, no tuvo impactos sobre la encapsidacion del virus pero los viriones no
fueron infecciosos. Sin embargo, el impacto de la eliminacién de los dominios
de union de ADN en ambos extremos no se ensayO0 debido a que estos
dominios también pueden funcionar como sefales de localizacion nuclear,

complicando la interpretacion de los datos (Wang y Roden., 2013).

El viridbn puede acomodar hasta 72 proteinas de L2. Aunque L2 solamente esta
expuesta minimamente en la superficie del virion maduro, emerge del viridn
durante el proceso de entrada de la infeccion. Estudios mediante microscopia
electronica de trasmision comparando las VLPs L1 y L1-L2 de VPH tipo 16,
revelé que una parte de L2 se encuentra dentro del lumen del capsémero. El
punto o puntos a través del cual L2 emerge a la capside y L1 durante la
maduracion y la entrada en la infeccion siguen siendo desconocidos (Bucka y
cols., 2013).
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Ciclo de replicacion viral
Entrada del virus a la célula huésped

El virus penetra a las células del epitelio a través de microabrasiones y asi
accede a las capas basales. Estas son las Unicas células del epitelio capaces
de dividirse, por lo que constituyen el blanco obligado del virus que intenta
inducir lesiones proliferativas en las que pueda persistir (Mlnger y cols., 2004)
(Evander y cols., 1997). La entrada del virus a las células del huésped se inicia
mediante la union de particulas virales a los receptores celulares como se
muestra en la figura 7. Se ha sugerido que los viriones se unen inicialmente a
la membrana basal antes de la transferencia a la superficie celular de los
gueratocitos basales. Todo apunta a que los proteoglicanos de heparan sulfato
son los receptores de VPH, estas moléculas estan en la MEC de muchos tipos
celulares por lo tanto estan involucradas en varias funciones biologicas y
debido a su ubicaciébn son moléculas adecuadas para la infeccion viral. Otro
receptor que se ha identificado en la MEC es la laminina-5; sin embargo, la
interaccidn con este receptor parece ser de menor importancia para una
infeccion productiva. El receptor a6-integrina se ha sugerido como receptor
secundario aunque su aceptacion aun es bastante controversial (Horvath y
cols., 2010). La internalizacién del virus ocurre por endocitosis de vesiculas
cubiertas de clatrina o caveolina. El desensamble del viribn puede ser a través
del rompimiento de enlaces disulfuro internos de la capside, dado el ambiente
reductor de la célula, se permite el transporte del ADN viral al nlcleo de esta
(Day y cols., 2003) (Horvath y cols., 2010).
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Figura 7. Modelo putativo de la interaccion de capsides de VPH con la MEC y
la superficie celular (Horvath y cols., 2010).

Mantenimiento del genoma

Después de que el virus penetra a la célula, existe un periodo extremadamente
variable, entre 1 a 8 meses, conocido como latencia. El virus esta presente en
las células pero no manifiesta ningun signo citopatico. EI genoma viral se
replica so6lo cuando la célula basal infectada se divide; lo hace en forma
autonoma y se distribuye homogéneamente en las células hijas, manteniendo
un bajo numero de copias de 10 a 200 por célula y de forma episomal (Wilson
y cols., 2002). El patrén de expresion génica viral en estas células no esta bien
definido, pero se cree generalmente que las proteinas E1 y E2 virales se
expresan a fin de mantener el ADN viral como un episoma y para facilitar la
segregacion correcta de los genomas durante la division celular (Doorbar.,
2005).
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Fase proliferativa

El virus comienza a replicarse en forma independiente de la division celular y
produce un alto numero de copias mediante la expresion de los genes
tempranos, en la capa basal del epitelio. A medida que el epitelio se va
diferenciando, el virus inicia la expresién de los genes tardios en las capas
intermedias y superficiales, mediante la sintesis de las proteinas de la capside
viral. El ensamblado de los genomas y las capsides da lugar a las particulas
virales completas o viriones, por lo que esta forma de infeccion es altamente
transmisible. EI VPH no mata a la célula que infecta, por el contrario, convive
con ella mientras va ocurriendo la maduracion natural del epitelio, el virus se va
multiplicando. Finalmente, la descamacion de estas células que contienen
viriones de VPH sirve como vector de transmision de la infeccion. La infeccion
productiva se manifiesta morfolégicamente con la aparicion de los signos
citopéticos caracteristicos del HPV (coilocitosis, hiperplasia, acantosis,
disqueratosis, etc.) y clinicamente con el desarrollo de las lesiones

proliferativas (Doorbar y cols., 1991).

Amplificacién del genoma

Para la produccion de viriones infecciosos, el virus debe amplificar su genoma
y empaquetarlo en particulas infecciosas. Para los tipos 16, 11 y 2 esto ocurre
en la capa epitelial media o superior, a raiz de un aumento de la actividad del
promotor tardio. El promotor tardio reside dentro del marco de lectura abierto
E7 y se piensa que su regulacion conduce al aumento de la expresion de
proteinas implicadas en la replicacion del ADN viral (es decir, E1, E2, E4 y E5)
sin afectar directamente la expresién de E6 y E7. La amplificacion de genomas
virales comienza en un subconjunto de células en el compartimiento
proliferativo y requiere la expresiéon de todos los productos de los genes
tempranos virales incluyendo E4 y E5. La union de E2 a la region reguladora
rio arriba de VPH es necesario para la replicacion del ADN viral y recluta la
ADN helicasa E1 al origen viral de replicacién. El montaje del complejo de
iniciacién de E1/E2 en el origen de replicacion viral es el inicio de la replicacion

de los genomas virales.
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Durante todo el ciclo del virus, los niveles relativos de diferentes proteinas
virales son controlados por el uso de un promotor con un aumento en el nivel
de E1 y E2 que permite un aumento en el nUmero de copias virales en las
capas epiteliales superiores. Los modelos actuales sugieren que un modesto
aumento en la activacion del promotor durante la diferenciacion puede conducir
a un aumento en el nivel de E1 y E2 (también E4 y E5) y un posterior aumento

en el numero de copias del genoma (Doorbar vy cols., 1991).

Empaquetamiento del genoma viral y liberacién del virus

La finalizacion del ciclo de replicacién del virus implica la expresion de la
proteina L2, la salida de la célula del ciclo celular y la expresién de la proteina
principal de la cépside la proteina L1, para permitir el empaquetamiento del
genoma. La encapsidacion del genoma implica el reclutamiento de L2 a las
regiones de replicacion a través de E2, antes de la expresion de L1 y el
ensamblaje de la capside icosaédrica en el nicleo. La maduracion se produce
en los queratinocitos que mueren en las capas mas superficiales del epitelio,
que pierden la fosforilacibn oxidativa mitocondrial y se convierten en un
ambiente oxidante justo antes de la liberacion del virus. Esto permite la
acumulacion de enlaces disulfuro entre las proteinas L1, lo que lleva a la
produccion de viriones infecciosos extremadamente estables. Aunque no esta
definido con precision, se piensa que la abundancia de la proteina E4 puede

contribuir con la liberacion de los viriones (Doorbar y cols., 2012).
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Persistencia del virus

La persistencia es un estado latente que requiere el mantenimiento del genoma
viral en la célula infectada, ya sea como un episoma o integrado en el ADN de
la célula huésped. Persistencia en ausencia de enfermedad clinica no excluye
necesariamente actividades viricas necesarias para el mantenimiento del
genoma, tales como la replicacion del genoma viral de bajo nivel y la
produccion de proteinas virales. El conejo de rabo blanco fue uno de los
primeros modelos para estudiar la persistencia, en este sistema, la inoculacion
en la piel de conejo con altas concentraciones de virus conduce rapidamente a
la formacion de grandes papilomas. Por el contrario, la inoculacién con bajas
concentraciones de virus no conduce a la formaciéon de papiloma, aunque el
ADN viral puede ser detectado en el sitio de inoculacién hasta 18 semanas
después de la infeccion (Maglennon y Doorbar., 2012).

Aungue la infeccion por VPH de alto riesgo es comun, el cancer de cuello
uterino se presenta so6lo en raras ocasiones como resultado de la infeccién. La
mayoria de las infecciones se eliminan como resultado de una respuesta
inmune mediada por células y no persisten el tiempo suficiente para la
expresion génica desregulada y la acumulacién de errores genéticos. VHP 16
tiene una longitud media de persistencia que es mayor a la de otros, esto
puede contribuir a su mayor riesgo de cancer. Estudios recientes han sugerido
que la infeccion de células especificas en la region de la union entre el endo y
exocervix puede ser la base del desarrollo de muchos tipos de cancer de cuello
uterino. La mayoria de las personas que desarrollan lesiones benignas
finalmente montan una efectiva respuesta inmune y las lesiones van
retrocediendo. La regresion de verrugas ano-genitales es acompafiada por una
respuesta por linfocitos T CD4+. El fracaso para desarrollar una inmunidad
mediada por células para eliminar o controlar la infeccion, da como resultado
una infeccidn persistente y en el caso de los VPH oncogénicos un aumento en
la probabilidad de progresion a una neoplasia cervical intraepitelial o carcinoma
invasivo. Las primeras etapas del ciclo viral son exclusivamente intraepiteliales
por lo tanto no hay viremia, citolisis, muerte celular ni inflamacion (Doorbar y
cols., 2012).
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Factores de riesgo para la infeccion
Numero de parejas sexuales

El principal factor de riesgo para la infeccion, es el mayor nimero de parejas
sexuales, tanto en mujeres como en hombres. Un intervalo de tiempo mas
corto entre conocer a una nueva pareja y tener relaciones sexuales también
aumenta el riesgo de infeccién por VPH en mujeres. Un estudio reciente de la
infeccion por VPH en mujeres adolescentes encontré que cuando el hombre es
1.5 afios mayor que ella, aumenta el riesgo en infectarse, probablemente
atribuible a la relacion entre el aumento de la edad de la pareja masculina y un

mayor numero de parejas sexuales (Baseman y Koutsky., 2005).

Fumar tabaco

La IARC ha clasificado el tabaquismo como causa de cancer cervical. La
colaboracion internacional de estudios epidemiolégicos de cancer de cuello
uterino encontré que las fumadoras actuales, tiene un riesgo significativamente
mayor de desarrollar carcinoma de células escamosas de cuello uterino en
comparacion con las no fumadoras (Riesgo relativo = 1.60; 95% intervalo de
confianza). En las fumadoras actuales, el riesgo aumenta con el numero de
cigarrillos por dia (riesgo relativo= 1.98; intervalo de confianza del 95%, 1.78-
2.21 por 15 o mas cigarrillos por dia versus ninguno). Los posibles mecanismos
para el efecto del tabaquismo incluyen una reduccion de la respuesta inmune
en el cuello uterino, los efectos relacionados con el metabolismo de las
hormonas femeninas y dafilo genético directo causado por sustancias

cancerigenas relacionadas con el tabaco (Mufioz y cols., 2006).
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Uso de anticonceptivos orales

La reciente monografia de la IARC clasifico a la combinacion de estrogenos-
progestagenos como cancerigenos en el cuello del atero. Un meta-andlisis de
cancer de cuello uterino y los anticonceptivos hormonales, encontré que el
riesgo de cancer de cuello uterino invasor aumenta en relacion directa con la
duracion del uso de anticonceptivos orales, de tal manera que 10 afios de su
uso se asocia con aproximadamente el doble de riesgo en comparacion con los
no usuarios. Los limitados datos disponibles sugieren que este riesgo
disminuye después de que se suspende la administracion de los
anticonceptivos orales, pero el riesgo sigue siendo significativamente elevado
aun cuando hayan pasado mas de ocho afos. El uso prolongado de
anticonceptivos orales es un factor de riesgo, ya que se ha demostrado que la
LCR en el genoma del virus, contiene elementos de respuesta a hormonas

esteroidales como la progesterona (Mufioz y cols., 2006).

Co-infecciones con otros agentes de transmisién sexual

Los agentes infecciosos de transmisidn sexual mas estudiados para establecer
una relacion con el cancer cervical han sido el virus del herpes simple tipo 2,
Chlamydia trachomatis y el VIH. Los individuos con inmunosupresion causada
por la infecciébn con VIH o trasplante de érganos tienen un mayor riesgo de
canceres ano-genitales asociados al VPH en comparacion con individuos
heterosexuales sanos de la misma edad. Las mujeres VIH positivas han
demostrado estar en un mayor riesgo de cancer cervical en comparacién con
sus contrapartes VIH negativas. Esta asociacién parece ser mas fuerte para las
mujeres con un bajo recuento de los linfocitos T/CD4. Las mujeres infectadas
con el VIH/VPH tienen un mayor riesgo de lesiones intraepiteliales escamosas
qgue las mujeres infectadas con cualquiera de los dos virus por separados. Los
hombres y las mujeres infectados por el VIH presentan mayores tasas de
incidencia de la infeccion anal por VPH y cancer anal (Mufioz y cols., 2006).
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Prevalencia de VPH oral y la historia natural

Si bien es claro que el VPH es una causa importante de cancer orofaringeo, los
factores de riesgo para la infeccion por VPH oral y la historia natural de la
infeccién no son bien comprendidos. La infeccion oral es poco frecuente con
tasas de menos de 1% de prevalencia en nifios. La adquisicién del VPH parece
aumentar en torno a la edad del inicio de la vida sexual, estudios en
adolescentes encontraron una prevalencia de 1.5% en adolescentes de 12 a 15
afios de edad y de 3.3% en adolescentes de 16 a 20 afios (Smith y cols.,
2007). Los estudios sugieren gque la persistencia oral es similar a la conocida
por la infeccidbn anogenital y que las infecciones mas prevalentes se eliminan
dentro de un afio sin necesidad de tratamiento. Se necesita mas investigacion
longitudinal para comprender mejor la transmision de infecciones de VPH oral,
como las infecciones son eliminadas y qué factores se asocian con la

persistencia (D’Souza y cols., 2007).

Factores de riesgo de VPH oral

La prevalencia del VPH oral se asocia consistentemente con la practica de
sexo oral con un mayor niumero de parejas; sin embargo, se necesitan mayores
estudios para entender qué tan comun es la transmision y si el VPH se puede
transmitir a la boca por otros medios. Actualmente no esta claro si el VPH se
puede transmitir por besos (beso francés) por lo tanto hacen falta mayores
estudios. La infeccion oral es poco comun en los nifios incluyendo los nacidos
de mujeres con infeccidn vaginal por VPH. Se sugiere que la auto inoculacién
de la infeccidon de un sitio a otro dentro de los mismos individuos es poco
comun; sin embargo, un estudio encontré que la infeccién oral por VPH
persistente en las madres se asocié con un mayor riesgo de infeccion oral por
VPH persistente en sus hijos, lo que sugiere que puede ocurrir la transmision
no sexual. Las parejas de las mujeres con cancer de cuello uterino también
tienen una mayor incidencia de cancer de amigdalas que la poblacién general,
apoyando de nuevo la posibilidad de transmisiéon de una mujer infectada a la
cavidad orofaringea de su pareja a través del coito oral (D’Souzaa vy
Dempseyb., 2011) (Chung y cols., 2014).
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Vacuna contra VPH

Las vacunas para prevenir la infeccion con el virus del papiloma humano son
las primeras desarrolladas especificamente para prevenir un cancer humano.
Cuando se expresa in vitro el ORF L1 en células eucariotas, la proteina que se
produce es de aproximadamente 55 kDa, esta se auto ensambla para formar
los VLPs. Estos VLPs semejan el virus nativo inmunolégicamente y
administrado con o sin adyuvante, puede inducir anticuerpos neutralizantes

para el tipo del virus correspondiente.

Dos vacunas profilacticas contra el VPH utilizando VLPs de L1 como
inmundgenos estan autorizadas actualmente en la mayoria de paises de todo
el mundo. Una vacuna bivalente incorpora los dos VPH responsables de
aproximadamente el 70% del cancer cervical (HPV16 y HPV18) y una vacuna
tetravalente ademas incorpora HPV 6 y HPV 11 que juntos son responsables
de aproximadamente el 90% de las verrugas genitales.

La vacuna tetravalente se potencia con hidroxifosfato sulfato de aluminio
amorfo. La vacuna bivalente se potencia con hidréxido de aluminio y
monofosforil lipido A, una endotoxina modificada y agonista de los receptores
Toll-like receptor 4, por lo tanto esta vacuna produce un titulo mayor de
anticuerpos (Frazer y cols., 2011). Actualmente ya existe la vacuna
nonavalente, que protegera contra los tipos 16, 18, 31, 33, 45,52 58, 6y 11. En

la figura 8 se muestra el proceso para la produccion de las vacunas para VPH.
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Figura 8. Produccién de vacunas a partir de VLPs (Frazer y cols., 2011).
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ANTECEDENTES

La incidencia del VPH en los udltimos afios ha cambiado, los datos que a
continuacion se presentan son producto de diversos trabajos de investigacion
realizados en México.

Para conocer el comportamiento del VPH se realiz6 un analisis estadistico de
13 afios (2000 -20012), la informacién se obtuvo del sistema Unico de
informacion para la vigilancia epidemioldgica, en la grafica 1 se observa un
incremento notable, en el 2000 la incidencia fue de 10.44 (10 393 casos)
mientras que para el 2012 la incidencia fue de 34.31 (40106 casos) por cada
100 000 habitantes (Boletin epidemiolégico, semana 16).
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Grafica 1. Comportamiento del virus del papiloma humano en

el periodo 2000-2012, poblacién general, México.
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El cuadro 1 y la grafica 2, muestran el numero de casos de VPH por grupos de
edad en el periodo de 2000-2012. Se muestra el analisis de datos en donde los
mayores grupos de riesgo son de 25 a 44 afios con 184,949 y el de 20 a 24

afios con 39,351.

Grupo de edad Casos

<1 23
1-4 84
5-9 99
10-14 348
15-19 13958
20-24 39351
25 -44 184 949
45-49 30731
50-59 29477
60 - 64 6682
60 - + 5869
Ign 89
Total 311660

FUENTE: SINAVE/DGE/SSA.

Cuadro 1. Casos por grupo de edad, del virus del papiloma
humano, poblacion general 2000-2012.
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FUENTE: SINAVE/DGE/SSA.

Gréfica 2. Casos por grupo de edad del virus del papiloma
humano, poblacion general 2000-2012.
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A partir del 2003 en México el sistema de informacion incluyo al sexo masculino

en el reporte de VPH. En el cuadro 2 y 3 se muestran los casos por afio del

virus del papiloma humano tanto en poblacion femenina como masculina del

2003 a 2012.

Ano Casos I ncidencia
2003 18142 34.64
2004 205654 38.81
2005 24008 44.86
2006 23212 42.92
2007 20526 38.21
2008 22365 41.25
2009 27400 50.09
2010 30249 54.83
2011 34 885 62.71
2012 38611 64.55
Total 259952

FUENTE: SINAVE/DGE/SSA.

Cuadro 2. Casos por afio del virus del papiloma humano,

poblacion femenina 2003-2012.

Ano Casos Incidencia

2003 851 1.64
2004 812 1.55
2005 172 1.46
2006 919 1.72
2007 1013 1.95
2008 1053 2.01
2009 1334 2.52
2010 1268 2.38
2011 1448 2.70
2012 1495 2.62
Total 10995 -

Cuadro 3. Casos por afio del virus del papiloma humano,
poblacién masculina 2003-2012.
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Pifia-Sanchez y colaboradores en el 2006, analizaron la prevalencia de los
tipos de VPH y determinaron su asociacién con lesiones cervicales en la
poblacion Mexicana. Analizaron muestras de exudados cervicales normales,
con lesion intraepitelial escamosa de bajo grado, de alto grado y con cancer
cervicouterino. La tipificacion la realizaron por secuenciacion. Detectaron 11
tipos de alto riesgo, 4 tipos de bajo riego, 3 no determinados y 2 probablemente
de alto riego. En los exudados cervicales normales estuvo presente el VPH en
el 12%, en la lesion intraepitelial escamosa de bajo grado estuvo presente en
57%, en la de alto grado estuvo presente en 88% y en muestras de cancer el
VPH se presentd en 92%. El tipo 16 estuvo presente en 6 pacientes y el 18 en
una paciente, todas ellas con citologia normal. En pacientes con citologia
normal no se encontraron los tipos VPH 31, 35, 33, 67, 39, 53, 56 y 11. Los
tipos con mayor prevalencia en las pacientes con cancer fueron 16 y 18, con 78
y 5 pacientes respectivamente. En la tabla 2 se muestra la prevalencia de tipos
virales de VPH en mujeres mexicanas con lesiones cervicales (Pifia-Sanchez y
cols., 2006).

Sp Type EC Normal, # (%) LGSIL, 1 (%) HGSIL, n (%) CC, n(%) Total
16 HR 6 (3.8) 24 (25.3) 25(42.2) 78 (72.22) 133
31 HR 0(0) 4(4.2) 2(3.4) 2(1.9) 8
35 HR 0 (0) 1(1.1) 00 1(0.9) 2
52 HR 2(1.3) 1(1.1) 2(3.4) 0(0) 5
58 HR 1(0.6) 5(5.3) 11 (18.6) 2(1.9) 19
33 HR 0(0) 0 (o) 1(1.7) 1(0.9) 2
67 ND 0(0) 0 (0 1(1.7) 0 (0 1
A9 9 (5.6) 35 (36.8) 42 (71.1) 84 (77.7) 170
18 HR 1(0.6) 4(4.2) 4(6.7) 5(4.6) 14
45 HR 2(1.3) 4(4.2) 1(1.7) 1(0.9) 8
59 HR 3(1.9) 221 0 2(1.9) 7
70 LR 2(1.3) 221 00 0(0) 4
39 HR 0 () 0 () 1(1.7) 1(0.9) 2
A7 8 (5.0) 12 (12.6) 6 (10.16) 9 (6.5) 38
66 PHR 1(0.6) 1(1.1) 1(1.7) 0(0) 3
53 PHR 0(0) 0(0) 0(0) 2(1.9) 2
56 HR 0 (0) 4(4.2) 2(34) 0(0) 6
A6 1(0.6) 5(5.2) 3 (5.08) 2(1.9) 11
Al10 11 LR 0 o) 1(LD) 0 0@ 1
Al0 6b LR 0(0) 0 (o) 00 3(2.8) 3
All 73 ND 1(0.6) 0(0) 1(1.7D) 0(0) 2
A5 69 ND 0 (0) 0 () 00 1(0.9) 1
A3 CP8304 LR 0 (0 1(1.1) 00 0(0) 1
Other 1(0) 221 1(0) 4(0.9) 8
Positive 19 (11.9) 54 (56.8) 52 (88.1) 99 (91.6) 224
Total 159 (100) 95 (100) 59 (100) 108 (100) 421

Sp, species; EC, epidemiologic classification; HR, high risk; LR, low risk; PHR, probably high risk; ND, not determined.

Tabla 2. Prevalencia de tipos virales de VPH en mujeres

mexicanas con lesiones cervicales.
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Velazquez-Marquez y colaboradores en el 2009, determinaron la prevalencia
de VPH de los tipos 6, 11, 16, 18 y 31 en mujeres mexicas de una zona rural en
Puebla, México. Los resultados se muestran en la tabla 3, solo se encontraron
2 pacientes con citologia normal positivas para el tipo 16 y 18. Los tipos de
mayor prevalencia en las pacientes con cancer fueron el tipo 16 con seis

pacientes y el 18 con una paciente (Veldzquez-Méarquez y cols., 2009).

Cytological diagnosis No. of samples HPV16 HPV18 HPV31 HPV6 HPV11

Normal?® 34 2 (5.9) 2 (5.9) 0 1(2.9) 0

LGSIL 233 30 (12.9) 23 (9.9) 4(1.7) 5(2.1) 3(1.3)

HGSIL 51 7 (13.7) 5 (9.8) 4 (7.8) 2 (3.9) 1(2.0)

cc 8 6 (75) 1 (12.5) 0 0 0

Total 326 45 (54.2)° 31 (37.3)° 8 (9.6)° 8 (9.6)° 4 (4.8)°

Results are n (%). HPV, human papillomavirus; LGSIL, low-grade squamous intraepithelial lesion; HGSIL, high-grade squamous intraepithelial
lesion; CC, cervical carcinoma.

@ Samples were classified as normal if they did not present alterations either at cytology or colposcopy.

b Results included co-infections.

Tabla 3. La prevalencia de genotipos del VPH en Puebla, México.

En este mismo estudio, se evalud la co-infeccion del tipo 16 con los tipos 18,
31, 6 y 11. Los resultados se muestran en la tabla 4, encontrdndose dos

pacientes con los tipos 16/18 y tres pacientes con los tipos 16/6.

Diagnosis Number of samples presenting mixtures of HPV genotypes
n® 16 16/18 16/31 16/6 16/11 16/31/6 16/18/31
Normal 2 2 0 0 0 0 0 0
LGSIL 30 22 2 1 3 1 0 1
HGSIL 7 4 1 1 0 0 1 0
cc 6 6 0 0 0 0 0 0
Total 45 34 3 2 3 1 1 1

HPV, human papillomavirus; LGSIL, low-grade squamous intraepithelial lesion; HGSIL, high-grade squamous intraepithelial lesion; CC,
cervical carcinoma.
@ Total of HPV type 16-positive samples.

Tabla 4. VPH tipo 16 y de otros tipos en co-infecciones de

muestras cervicales.
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Aguilar-Lemarroy y colaboradores en el 2015, estudiaron las tasas de
prevalencia de VPH de tipo especifico y co-infecciones en mujeres mexicanas
en edades de 18 a 87 afios. Las infecciones por VPH se encontraron en 12,4%
de las pacientes control, 46,0% en pacientes con NIC 1y el 100% en pacientes
con NIC 3 y pacientes con cancer de cuello uterino. Se detectaron un total de
35 tipos de VPH. El tipo 16 fue el que se encontré6 con mayor frecuencia en
todos los grupos, estando presente en 3.1% en pacientes control, 9.8% en
pacientes con NIC 1, 40% en pacientes con NIC 3 y 62.8% en pacientes con
cancer de cuello uterino. Los resultados completos se muestran en la tabla 5

(Aguilar-Lemarroy y cols., 2015).

Oncogenie risk

- Control, Cervical intraepithelial Cervical intraepithelial Cervical cancer,
HPV Type NM IARC % (n) neoplasia grade 1, % (n) neoplasia grade 3, % (n) % (n)
6 LR 3 0.6 (2) 22.(7 10.0 (3) 2.5(3)
11 LR 3 0.31(1) 0.6 (2) 33 () 0.0 (0)
16 HR 1 3.1(11) 9.8 (31) 40.0 (12) 62.8 (76)
18 HR 1 1.7 (6) 4.4 (14) 13.3 (4) 11.6 (14)
26 PHR 2B 0.0 (D) 0.0 (0) 3.3 (1) 0.0 (0)
31 HR 1 0.3(1) 3.8 (12) 16.7 (5) 1.7 (2)
33 HR 1 0.0 (0) 1.3(4) 33 (1) 25(3)
35 HR 1 0.6 (2) 1.9 (6) 6.7 (2) 2.5 (3)
39 HR 1 0.3 (1) 4.1(13) 3.3 (1) 5.8 (7)
40 LR 0.0 (D) 1.0 (3) 0.0 (D) 0.0 (D)
42 LR 0.6 (2) 2.2(7 6.7 (2) 0.8(1)
45 HR 1 0.8(3) 1.3(4) 0.0 (D) 8.3 (10)
51 HR 1 2.0(7) 3.8 (12) 10.0 (3) 2.5 (3)
52° HR 1 1.1(4) 3.2 (10) 3.3 (1) 6.6 (8)
53 PHR 2B 1.4 (5) 3.8 (12) 3.3 (1) 3.3 (4)
54 LR 1.1(4) 1.0(3) 0.0 (D) 0.8 (1)
55 UuD 1.1(4) 1.0(3) 0.0 (0) 0.0 (0)
56 HR 1 0.8 (3) 3.2 (10) 6.7 (2) 1.7 (2)
58 HR 1 0.6 (2) 6.7 (21) 6.7 (2) 6.6 (8)
59 HR 1 0.6 (2) 5.7 (18) 10.0 (3) 0.8 (1)
61 LR 0.8 (3) 2p 9 6.7 (2) 0.0 (0)
62 UuD 3.1(11) 5.1(186) 6.7 (2) 0.8 (1)
66 PHR 2B 0.8(3) 4.1(13) 10.0 (3) 3.3 (4)
67 UD 2B 0.3(1) 0.3 (1) 0.0 (D) 0.0 (0)
68 HR 2A 0.6 (2) 1.3 (4) 0.0 (0) 3.3 (4)
69 2B 0.3 (1) 1.3 (4) 3.3 (1) 1.7 (2)
70 LR 2B 1.1(4) 3.8(12) 13.3 4) 25(3)
71 UD 0.3(1) 2.5 (8) 3.3 (1) 2.5 (3)
72 LR 0.0 (0) 1.0 (3) 0.0 (0) 0.0 (0)
73 HR 2B 0.3 (1) 2.5 (8) 0.0 (0) 0.0 (0)
81 LR 0.8 (3) 1.0 (3) 6.7 (2) 0.8 (1)
82 HR 2B 0.0 (0) 1.0(3) 0.0 (D) 0.0 (0)
83 UD 0.6 (2) 1.0(3) 0.0 (D) 0.8 (1)
84 UuD 2.0(7) 7.6 (24) 3.3 (1) 0.8 (1)
CP6108° LR 1.4 (5) 3.2 (10) 10.0 (3) 0.0 (0)
12.3 (44) 46.0 (146) 100.0 (30) 100.0 (121)

NM: Epidemiologic classification according to Nubia Munoz et al. (2003). International Agency for Research on Cancer (IARC) classification
(2009). LR, Low risk; HR, High risk; PHR, pmbably high risk; UD, undetermined risk. Control, without cervical lesion. 1, earcinogenic; 2A,
probably carcinogenic; 2B, possibly carcinogenic to humans.
1The prevalence of HPV 52 could be underestimated due to possible coinfection with viral types 33, 35, and 58.

'HPV 89.

Tabla 5. La prevalencia cruda de los tipos de VPH en mujeres control, con
lesiones precancerosas y cancer de cuello uterino (Aguilar-Lemarroy y cols.,
2015).
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Sanchez-Vargas y colaboradores en el 2010, estudiaron la prevalencia de VPH
en la cavidad oral de mujeres con practicas de sexo oral y lesiones cervicales.
El estudio se realiz6 en la clinica de displacias de Ciudad Juarez, 46 muestras
fueron tomadas, se excluyé del estudio a mujeres que fumaban e ingerian
bebidas alcoholicas. Estas mujeres tuvieron un diagnostico de NIC en algun
momento entre los seis meses anteriores. La deteccion se enfocdé en VPH
genérico, tipo 16 y 18. El 72% de las pacientes declaro tener practicas sexuales
orales con regularidad, cabe sefialar que todas fueron positivas para VPH, ya
sea en saliva, paladar/encias o ambos. De las pacientes positivas el 35% tuvo
VPH tipo 16, de las cuales el 26% admitié practicar sexo oral con regularidad y
el 9% declar6 que no practica sexo oral. El VPH tipo 18 no se detecto. La
frecuencia de VPH 16 fue mayor en la mucosa bucal (23%) contra

paladar/encia (16%) (Sanchez-Vargas y cols., 2010).

Gonzalez—Ramirez y colaboradores en el 2013 estudiaron la prevalencia de
VPH en un grupo de pacientes con carcinoma de células escamosas de
cavidad bucal y un grupo control, en una poblacién mexicana. La prevalencia
de VPH fue de 5% en los pacientes con carcinoma de células escamosas y el
2.5% con los pacientes control. Los tipos detectados fueron 16, 18 y 56.
Ademas de estos resultados, en el mismo articulo hicieron una revision sobre
estudios realizados en diferentes partes del mundo sobre la prevalencia de
VPH en el carcinoma oral de células escamosas. Si se revisan los resultados
de los estudios en México se puede ver que son muy variados ya que lbieta y
colaboradores en el 2005 encuentran VPH 16 en el 42% de los pacientes,
Anaya-Saavedra y colaboradores en el 2008 encuentran 56% del VPH tipo 16 y
18% del tipo 18, Gonzalez—Ramirez encuentra 25% del tipo 16 y 50% del tipo
18. Los datos completos se pueden observar en la tabla 6 (Gonzalez-Ramirez y
cols., 2013).
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Tabla 6. La prevalencia de VPH en el carcinoma oral de células escamosas

(Gonzéalez-Ramirez y cols., 2013).
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En el reporte del 2012 de GLOBOCAN, el cancer cervicouterino ocupa el
segundo lugar en prevalencia e incidencia en mujeres en México, solo después
del cancer de mama, el cancer de cavidad oral se ubica en el doceavo lugar,
como se muestra la grafica 3 (GLOBOCAN 2012, IARC).
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Gréfica 3. Prevalencia e incidencia del cancer en mujeres en
México (GLOBOCAN 2012, IARC).

32



En los hombres el cancer con mayor prevalencia e incidencia en México fue el
cancer de proOstata, el cancer de laringe ocupa el quinto lugar y el cancer en
cavidad oral ocupa el décimo lugar, como se muestra en el grafica 4
(GLOBOCAN 2012, IARC).
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Grafica 4. Prevalencia e incidencia del cancer en hombres en
México (GLOBOCAN 2012, IARC).
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JUSTIFICACION

La infeccion causada por el virus del papiloma humano es una de las
enfermedades de transmision sexual mas comun alrededor del mundo, si bien,
la gran mayoria de las infecciones son eliminadas en un lapso de dos afios, se
sabe que ciertos tipos de VPH pueden persistir y por lo tanto aumentar el

riesgo de desarrollar cancer.

Actualmente el Papanicolaou es uno de los métodos mayormente utilizados
para el diagnoéstico de VPH, pero debido a su baja sensibilidad y a las
variaciones que pueden existir dependiendo del conocimiento del patdlogo,
puede haber resultados tanto falsos positivos como falsos negativos. Es por

ello que se propone el diagnaostico y la tipificacion molecular del VPH.

Los sistemas de salud en México, dirigen principalmente el diagnéstico de VPH
a mujeres mayores de 35 afios, por lo que consideramos relevante enfocar

nuestro estudio en jovenes de 18 a 35 afios de edad.

Diversos reportes sefialan que el VPH puede infectar faringe y por lo tanto
conducir a desarrollo de céncer; sin embargo, en nuestro pais existen muy
pocos reportes que establecen la presencia del VPH en faringe, es por ello que
se propuso también realizar la deteccion vy tipificacion molecular de VPH en

faringe en mujeres y hombres que practiquen sexo oral.
OBJETIVO GENERAL
Determinar la distribucion de los tipos y la persistencia de virus del papiloma
humano en personas de 18 a 35 afos de edad.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Detectar y tipificar VPH en cérvix y faringe.
2. Determinar la distribucion de tipos de VPH.
3. Determinar persistencia de los tipos de VPH.

4. Asociar la presencia de lesiones con algun genotipo de VPH.
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MATERIALES Y METODOS

Se procesaron 125 muestras de exudado faringeo en hombres y mujeres. Y

157 muestras de exudado cervical. Las muestras faringeas y cervicales fueron

obtenidas en la ciudad de Puebla, en pacientes de 18 a 35 afios de edad en los

meses de junio 2014 a junio 2015.

Criterios de inclusion y exclusién

Criterios de inclusion y exclusiéon para VPH en faringe

Inclusion

Exclusion

e Haber practicado sexo oral
alguna vez en su vida.
e Edad de 18 a 35 afios.

No haber practicado nunca sexo
oral.

Personas que no estén entre las
edades de 18-35 afos.

Criterios de inclusiéon y exclusion para VPH en cérvix

Inclusion
e Haber tenido relaciones sexuales.
e Edad de 18-35 afos

Cuestionario

Exclusion
No haber tenido nunca relaciones
sexuales.
Mujeres que estén en su periodo
menstrual.
Mujeres que no estén entre las
edades de 18-35 afios.
Mujeres en tratamiento meédico
con 6vulos o cremas vaginales.

A todos los pacientes se les realizd un cuestionario con el objetivo de recabar

informacion sobre su vida sexual, nUmero de parejas sexuales, uso de métodos

anticonceptivos, edad de inicio de la vida sexual activa, estudios previos sobre

Papanicolaou, practicas sexuales orales y anales. Ademas del cuestionario se

les entregd una carta de consentimiento informado para participacion en el

protocolo de investigacion clinica y un aviso de confidencialidad (Anexo), como

lo marca la NOM-012-SSA3-2012.
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Toma de muestra de exudado faringeo

Las muestras se tomaron con un hisopo estéril, el cual fue colocado en un tubo

con 2 ml de PBS 1X, que se us6 como medio de transporte.

Toma de muestra de exudado cervical

Las pacientes se colocaron en posicion ginecologica y por medio de un espejo
vaginal se tomoé la muestra con cytobrush, el cual se introdujo en el conducto
cervical, girando 5 vueltas completas y posteriormente se colocd en un tubo
con 2 ml de PBS 1X (Anexo).

Validacion de la muestra

A la llegada al laboratorio se verific6 que la muestra no se hubiera derramado y

se les asigno un folio interno del laboratorio.

Extraccion de ADN

La extraccion del ADN de las muestras faringeas y cervicales se realizo
mediante el kit comercial High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche®), el proceso
de extraccion fue realizado de acuerdo a las instrucciones establecidas por el

fabricante. EI ADN fue eluido en 50 ul de buffer proporcionado por el fabricante.

Cuantificacion del ADN

Para la cuantificacion se tomaron 2 pyl de ADN de los 50 ul obtenidos
previamente y se cuantifico por espectrofotometria a una longitud de onda de
260 nm (NanoPhotometer®), en el mismo aparato y con la misma muestra se
hizo la relacion 260/280 y 260/230 para verificar la posible contaminacion con
proteinas y carbohidratos. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su

utilizacion.

36


https://lifescience.roche.com/wcsstore/RASCatalogAssetStore/Articles/05204909001_03.08.pdf

PCR gen beta-globina

Se verifico la integridad del ADN extraido, mediante la amplificacion del
fragmento de 268 pb dentro del gen beta globina, usando los primers PCO4 (5'-
CAACTTCATCCACGTTCACC-3") y GH20 (5'- GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-
3") (Nayler y cols., 1999).

La mezcla de reaccidn utilizada para la amplificacion fue la siguiente:

Reactivo Volumen por Reactivo
Concentracion inicial reaccion (ul) Concentracion final

Buffer 10X 2.5 Buffer 1X
MgCl, 25 mM 3.0 MgCl, 3 mM
dNTPs 10 mM 1.0 dNTPs 0.4 mM
Primer PCO4 10 uM 1.0 Primer PCO4 0.4 uM
Primer GH20 10 uM 1.0 Primer GH20 0.4 uM
5 U/l FastStart Taqg DNA 0.2 1 U de FastStart Taq
polymerase DNA polymerase
Agua grado biologia 15.3
molecular
ADN 5-100 ng/ul 1.0

Volumen total 25 pl

La PCR fue realizada en el termociclador Veriti® (Applied Biosystems®) y la

programacion fue la siguiente:

3 min 95 °C

1 min 95°C

1 min 55°C Por 35 ciclos
1 min 72 °C }

3 min 72 °C

Los productos se visualizaron en un gel de agarosa al 1,5%, tefiido con
bromuro de etidio y se fotografiaron en un fotodocumentador 212 Pro

(Carestream).
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PCR con primer PGMY 09/11

Los primer PGMY 09/11 (Gravitt y cols., 2000) se usaron para la deteccion de
VPH mediante PCR punto final, dando un amplificado de 450 pb. Esta técnica
fue usada como tamizaje, las muestras positivas pasaron a microarreglos y las

muestras que no amplificaron se consideraron negativas a VPH.

La secuencia de los primers se muestra a continuacion:

Primer Secuencia del primer (5' - 3")
PGMY11-A GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG
PGMY11-B GCG CAG GGC CAC AAT AAT GG
PGMY11-C GCA CAG GGA CAT AAT AAT GG
PGMY11-D GCC CAG GGC CAC AAC AAT GG
PGMY11-E GCT CAG GGT TTA AAC AAT GG
PGMYO09-F CGT CCC AAAGGAAACTGATC
PGMY09-G CGA CCT AAAGGAAACTGATC
PGMY09-H CGT CCAAAAGGAAACTGATC
PGMYO09-I G CCAAGG GGAAACTGATC
PGMY09-J CGT CCC AAAGGATACTGATC
PGMY09-K CGT CCAAGG GGATACTGATC
PGMYO09-L CGA CCT AAAGGG AATTGATC
PGMY09-M CGA CCT AGT GGAAATTGATC
PGMYO09-N CGA CCAAGG GGATATTGATC
PGMY09-P G CCC AACGGAAACTGATC
PGMY09-Q CGA CCC AAG GGAAACTGG TC
PGMY09-R CGT CCT AAAGGA AACTGG TC
HMBO1 GCG ACC CAATGC AAATTG GT

La mezcla utilizada en la reaccion para la amplificaciéon fue la siguiente:

Reactivo Volumen por Reactivo
Concentracion inicial reaccion (ul) Concentracion final

Buffer 10X 2.5 Buffer 1X
MgCl, 25 mM 3.0 MgCl, 3 mM
dNTPs 10 mM 1.0 dNTPs 0.4 mM
Primer PGMY09 10 uM 1.0 Primer PGMY09 0.4 uM
Primer PGMY11 10 uM 1.0 Primer PGMY11 0.4 uM
5 U/ul FastStart Tag DNA 0.2 1 U de FastStart Taq
polymerase DNA polymerase
Agua grado biologia 15.3
molecular
ADN de 5-100 ng/pl 1.0

Volumen total 25 pl
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La PCR fue realizada en el termociclador MultiGene OptiMax (Labnet

international Inc) y la programacion fue la siguiente:

3 min 95°C
1 min 95 °C
1 min 55°C :l- Por 35 ciclos
1 min 72 °C
3 min 72 °C

Los productos se visualizaron en un gel de agarosa al 1,5%, tefiido con
bromuro de etidio y se fotografiaron en un fotodocumentador 212 Pro

(Carestream).

Microarreglos

Los microarreglos se utilizaron para la tipificacion de las muestras que
resultaron positivas a VPH por los primers PGMY 09/11. Se utiliz6 el kit de
microarreglo HPV 3.5 (Chipron®), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Cada chip contiene 3 controles de hibridacién y detecta hasta 32 tipos

diferentes del VPH, cada prueba se realiz6 por duplicado.

La clasificacion de los tipos de VPH del fabricante es la siguiente:

Grupo Caracteristica Tipos de VPH
1 Tipos carcinogénicos para humanos 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59
22 Probablemente cancerigenos para | 68
humanos
2B Posiblemente cancerigenos para humanos | 53, 66, 67, 70, 73 82.
3 Tipos no clasificados como cancerigenos 6yl1l
No Tipos no clasificados por IARC, OMS. |42, 44, 54, 61, 62, 72,
clasificados | 2011. 81, 83,84,90y 91.

39




Secuenciacion

Debido a que una muestra no pudo tipificarse por microarreglos, se decidio
someterla a secuenciacion para determinar el tipo de VPH que estaba
presente. Cabe sefialar que cuatro muestras que si fueron tipificables por
microarreglos también se les realizd secuenciacion para verificar el resultado
del microarreglo. Para la amplificacion se wusaron los primers GP5+ (5'-
TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3') y GP6+ (3-CTTATACTAAATGTCAAAT

AAAAAG-5") (De Roda y cols., 1995), los cuales dan un amplificado de 150 pb.

La mezcla de reaccion utilizada para la amplificacion fue la siguiente:

Reactivo Volumen por Reactivo
Concentracion inicial reaccion (ul) Concentracion final
Buffer 10X 10.0 Buffer 1X
MgCl, 25 mM 12.0 MgCl, 3 mM
dNTPs (10 mM) 4.0 dNTPs 0.4 mM
Primer GP5+ (10 uM) 4.0 Primer GP5+ 0.4 uM
Primer GP6+ (10 uM) 4.0 Primer GP6+ 0.4 uM
5 U/ul FastStart Tag DNA 0.8 1 U de FastStart Tag DNA
polymerase polymerase
Agua grado biologia molecular 61.2
ADN de 5-100 ng/pl 4 ul
Volumen total 100 pl

La PCR fue realizada en el termociclador MultiGene OptiMax (Labnet

international Inc) y la programacion fue la siguiente:

3 min 95 °C
1 min 95 °C
2 min 40 °C :|> Por 35 ciclos
1:30 min 72 °C
3 min 72 °C

Los productos se visualizaron en un gel de agarosa al 2 %, tefildo con bromuro

de etidio y se fotografiaron en un fotodocumentador 212 Pro (Carestream).

Se corté la banda que correspondia al tamafio esperado de 150 pb. La banda
fue purificada usando el Gel Extraction Kit (QIAquick®), siguiéndose las
instrucciones del fabricante y finalmente, las muestras fueron eluidas en 40 pl

de buffer de elucion. ElI ADN purificado fue enviado a secuenciacion.
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Confirmacion de VPH tipo 16

Para confirmar los resultados al VPH tipo 16 por microarreglo, todas las
muestras que resultaron positivas al tipo 16 (como a otros tipos en la primera
toma de muestra), se les corrié una PCR punto final con los primers 16.1 (+ 5'
TGCTAGTGCTTATGCAGCAA 3) y 16.2 (5' ATTTACTGCAACATTGGTAC 3))
que dan un amplificado de 150 pb y son especificos para deteccién del VPH

tipo 16 (Van Den Brule y cols., 1990).

La mezcla utilizada para la amplificacion fue la siguiente:

Reactivo Volumen por Reactivo
Concentracion inicial reaccion (ul) | Concentracion final
Buffer con MgCl, 10X 2 Buffer con MgCl, 1X
dNTPs (10mM) 0.8 dNTPs 0.4 mM
Primer 16.1 (10uM) 0.8 Primer 16.1 0.4uM
Primer 16.2 (10puM) 0.8 Primer 16.2 0.4uM
5 U/ul Taqg DNA polimerase 0.3 1.5 U Taq DNA
polimerase

Agua grado biologia molecular 14.3
ADN 5-100 ng/pl 1 ul

Volumen Total 20 pl

La PCR fue realizada en el termociclador MultiGene OptiMax (Labnet

international Inc) y la programacion fue la siguiente:

95°C 2 min

94°C  30s }

55°C 1 min Por 35 ciclos
72 °C 1 min

72 °C 7 min

Los productos se visualizaron en un gel de agarosa al 1,5%, tefiido con
bromuro de etidio y se fotografiaron en un fotodocumentador 212 Pro

(Carestream).
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Confirmacion de VPH tipo 18

Para confirmar los resultados al tipo 18 por microarreglo, las muestras que
resultaron positivas al tipo 18 (como a otros tipos en la primera toma de
muestra), se les corri6 una PCR punto final con los primer 18.1 (+ 5
AAGGATGCTGCACCGGCTGA 3') y 18.2 (-5'CACGCACACGCTTGGCAGGT
3’) que dan un amplificado de 217 pb y son especificos para deteccion del VPH
tipo 18 (Van Den Brule y cols., 1990).

La mezcla utilizada para la amplificacion fue la siguiente:

Reactivo Volumen por Reactivo
Concentracion inicial reaccion (ul) | Concentracion final
Buffer con MgCl, 10X 2 Buffer con MgCl, 1X
dNTPs (10mM) 0.8 dNTPs 0.4 mM
Primer 18.1 (10mM) 0.8 Primer 18.1 0.4 mM
Primer 18.2 (10mM) 0.8 Primer 18.2 0.4 mM
5 U/ul de Taqg DNA polimerase 0.3 0.5 U de Taq DNA
polimerase

Agua grado biologia molecular 14.3
ADN 5-100 ng/ul 1

Volumen Total 20 pl

La PCR fue realizada en el termociclador MultiGene OptiMax (Labnet

international Inc) y la programacion fue la siguiente:

95 °C 2 min

94 °C 30s

60 °C 1 min :|' Por 35 ciclos
72 °C 1 min

72 °C 7 min

Los productos se visualizaron en un gel de agarosa al 1,5%, tefiido con
bromuro de etidio y se fotografiaron en un fotodocumentador 212 Pro

(Carestream).
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Toma de muestra paratincion de Papanicolaou

Se coloco a la paciente en posicion ginecolégica y por medio de un espejo
vaginal se tomo la muestra del cérvix con un cytobrush y una espatula de Ayre,
la muestra fue colocada en un portaobjetos y se fijo con alcohol de 96° por 20
minutos. Las muestras fueron enviadas con un anatomopatologo oncélogo para

su analisis.
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DIAGRAMA DE TRABAJO

Cuestionario

Exudado faringeo

Positivo

Validacion de muestra

v
Extraccion de ADN [
Z
e
v 2
S

Exudado cervical

Cuantificacion de ADN

v

PCR para gen beta globina

oAlISOd

Negativo

v

Microarreglos

OAINSOd

v

Papanicolao [

PCR con primers PGMY 09/11 j

Negativo

Secuenciacion

Negativo a VPH

PCR con primer especificos VPH tipo 16 y 18.

Nueva toma de muestra a los 4 y 8 meses
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RESULTADOS

Con el propésito de conocer la distribucion de los tipos del virus del papiloma
humano en cérvix y faringe en pacientes de 18 a 35 afos de edad, se tomaron
125 muestras de exudado faringeo en hombres y mujeres. Y 157 muestras de

exudado cervical. Entre los meses de junio 2014 y junio 2015.

Resultados exudado faringeo

El analisis del cuestionario para el estudio de VPH en faringe arrojé los
siguientes datos: Se tomaron 125 muestras, de las cuales 103 fueron en
mujeres y 22 en hombres. Para el andlisis de edades se agruparon de 18-19,
20-21, 22-23, 24-25, 26-27, 28-29 y 30-35. El pico maximo se encuentra entre
20-21 con 34 pacientes (27%) seguido de 22-23 afios con 32 pacientes
(25.5%), el numero de pacientes en cada rango de edad se muestran en la

gréafica 5.
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Gréfica 5. Edad de los pacientes en estudio faringeo.
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En la pregunta sobre la edad de la primera relacion sexual, 94 pacientes (75%)
admite haber tenido su primera relacién sexual antes de los 19 afios, 51
pacientes (41%) reconoce que fue entre los 17-18 afios y solo dos pacientes

(1.6%) acepta que fue entre 23-24 afios de edad, gréafica 6.
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Gréfica 6. Edad de la primera relacion sexual, estudio faringeo.

En la pregunta acerca del niumero de parejas sexuales, 100 pacientes (80%) ha
tenido mas de 1 pareja sexual, 20 pacientes (20%) ha tenido solo una pareja

sexual, 24 pacientes (19%) han tenido mas de 5 parejas sexuales, grafica 7.
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Gréfica 7. Namero de parejas sexuales, estudio faringeo.
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En cuanto a la frecuencia de sus relaciones sexuales, solo 83 pacientes
contestaron a dicha pregunta, 42 pacientes se abstuvieron, 46 pacientes
(55.4%) tiene mas de 3 relaciones sexuales por mes, 4 pacientes (4.8%) tienen
16 relaciones por mes, el pico maximo de relaciones sexuales es de 12 por

mes con 13 pacientes (15.7%), grafica 8.
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Gréfica 8. Numero de relaciones sexuales por mes, estudio faringeo.
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En relacion al uso de métodos anticonceptivos, la encuesta arrojo que solo 100
pacientes opta por ellos, 25 pacientes admite no usarlo y de los que si lo usan
75 (75%) usa solo el condén masculino, otros métodos utilizados son el
dispositivo intrauterino (3%), el implante subdérmico (4%), asi como
combinaciones de métodos tales como inyecciones-condén, dispositivo

intrauterino-condon, pastillas-condén, grafica 9.
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Grafica 9. Métodos anticonceptivos utilizados por pacientes en estudio faringeo
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En cuanto a las preguntas sobre higiene oral, 116 pacientes (93%) se cepilla
por lo menos dos veces al dia los dientes, 9 pacientes (7%) se cepillan los
dientes solo 1 vez al dia, gréfica 10. Acerca del uso de enjuague bucal, 80
pacientes no lo usa, 40 pacientes si usa enjuague bucal, como minimo una vez

al dia.
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Gréfica 10. Numero de cepillado de dientes por dia, en estudio faringeo.

En relaciébn al consumo del alcohol, 117 pacientes dieron respuesta a la
pregunta, 8 se abstuvieron, 51 pacientes (43.6%) no consume alcohol, 43

pacientes (37%) consume bebidas alcohdlicas como minimo una vez al mes,

grafica 11.
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Gréfica 11. Consumo de alcohol por mes, en estudio faringeo.
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También se les preguntd sobre el consumo de tabaco, 117 respondieron a esta
pregunta, solo 8 no contestaron, 88 (75%) pacientes dice no fumar, 15
pacientes (13%) fuma como minimo una vez al dia, grafica 12.

No. de pacientes

104 ----
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consumo
tabaco

Consumo de tabaco por mes

Grafica 12. Numero de veces que consumen tabaco por mes, estudio faringeo.

Respecto a las relaciones sexuales orales (ya sea que el paciente las practique
0 que le hayan practicado) las respuestas arrojan lo siguiente, 111 pacientes
admite que no ha usado ningin método de proteccién y solo 9 afirmaron que
durante la relacién sexual oral usaron condén como proteccién. En la pregunta
sobre su preferencia sexual; 31 pacientes no la respondié, de los 94 que si
contestaron, 88 son heterosexuales, 4 homosexuales y 2 bisexuales.

Los resultados evidenciaron que de las 125 muestras faringeas analizadas, no
se obtuvo ninguna muestra positiva a VPH, todas las muestras si amplificaron
para el gen beta globina, corrobordndose con esto la presencia de células

durante la toma de muestra.
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Resultados exudado cervical

Se tomaron 157 muestras de exudado cervical, de las cuales 94 (60%) fueron

negativas y 63 (40%) fueron positivas a VPH.

Para el analisis de los resultados del cuestionario se compararon datos de las
pacientes positivas contra las negativas, el analisis arrojo los siguientes datos:
En relacion a la edad de las pacientes que participaron en el estudio, 53
pacientes (84%) positivas estan entre 18 y 25 afios y 88 pacientes (93.7%)
negativas estan en el mismo rango de edad, tal y como se aprecia en la grafica
13. Con la prueba estadistica de Chi-cuadrada hay una relacién
estadisticamente significativa (p=0097) entre las pacientes positivas con las
negativas, por lo tanto la edad de las pacientes se puede considerar como un

factor de riesgo para la infeccion por VPH.
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Gréfica 13. Edades de las pacientes del estudio del VPH en cérvix.
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En la pregunta sobre la edad de la primera relacion sexual, 23 pacientes
(36.5%) positivas tuvo su primera relacion de 17-18 afios, seguido por 19-20
afios con 19 pacientes (24%). De las pacientes negativas, 40 de ellas (42.6%)
tuvo su primera relacion de 17-18 afios, seguido por 15-16 afios con 24
pacientes (25.5%), grafica 14. Con la prueba estadistica, se determin6é que no
hay una relacién estadisticamente significativa (p=0.1837), por lo tanto en este
estudio la edad de la primera relacion sexual no es un factor de riesgo para una

infeccion por VPH.
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Gréfica 14. Edad de la primera relacion sexual, estudio en cérvix.

52



En el numero de parejas sexuales, 55 pacientes positivas (87%) ha tenido mas

de una pareja sexual y 12 pacientes (19%) ha tenido mas de 5 parejas

sexuales. En relacién a las pacientes negativas, 60 (64%) ha tenido mas de

una pareja sexual y 5 pacientes (5.3%) has tenido mas de 5 parejas sexuales,

grafica 15. En la prueba estadistica se observa una relacién estadisticamente

significativa (p=0.0158), por lo tanto en este estudio el nimero de parejas

sexuales si es un factor de riesgo para una infeccion por VPH.
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Grafica 15. Numero de parejas sexuales, estudio en cérvix.
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En cuanto a la frecuencia de las relaciones sexuales, solo 40 pacientes de las
63 positivas contestd esta pregunta, 33 pacientes (82.5%) positivas tienen
como minimo una relaciéon sexual al mes. En las pacientes negativas solo
contestaron 61 de las 94, en donde 54 pacientes (88.6%) tienen como minimo
una relacion sexual al mes y 4 pacientes (6.6%) tiene mas de 12 relaciones
sexuales por mes. Los resultados completos se muestran en la grafica 16. En
la prueba estadistica de Chi-cuadrada (p=0.3122) se ve que en este estudio la
frecuencia de las relaciones sexuales entre las pacientes positivas y negativas
no es estadisticamente significativa, por lo tanto en este estudio no podemos
considerar a la frecuencia de relaciones sexuales como un factor de riesgo

para la infeccion con VPH.
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Gréfica 16. Relaciones sexuales por mes, estudio cervical.
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En el uso de métodos anticonceptivos, 50 pacientes (79%) positivas admite que
si se protege con algun método anticonceptivo, pero de las 50, solo 33 (66%)
es regular en el uso del método, 35 pacientes (70%) usa como unico método el
conddén masculino y 8 pacientes (16%) usan combinaciones como condon-
pastillas, conddn-DIU e inyecciones-condén. En las pacientes negativas, 79
pacientes (84%) usan algun método pero solo 45 (57%) son regulares en el uso
del método, 56 pacientes (71%) usa como Unica proteccién el conddn
masculino y 9 pacientes (11.4%) usa combinaciones de condon-pastillas,
conddn-pastillas del dia siguiente y parche hormonal-condon. Los datos
completos se muestran en la grafica 17. En la prueba estadistica se observa
que no hay una relacion significativa entre las pacientes positivas con la

negativas (p=0.4201).
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Gréfica 17. Métodos anticonceptivos, en estudio cervical.

En la pregunta acerca de infecciones vaginales, 50 pacientes (79%) positivas,
ha padecido al menos una infeccidn vaginal y 71 pacientes (75.5%) negativas
ha padecido al menos una infeccion vaginal. Las pacientes positivas, 52
(82.5%) ha practicado sexo oral y 50 (79%) les han practicado sexo oral.
También 20 pacientes (31.7%) han practicado sexo anal. En relacion a las
pacientes negativas, 77 (82%) ha practicado sexo oral y 78 (83%) les han
practicado sexo oral. Asi mismo, 26 (28%) pacientes negativas ha practicado el

sexo anal.
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Para corroborar la integridad del ADN, todas las muestras tanto faringeas como
cervicales amplificaron el gen beta globina, que tiene un tamafio de 268 pb.

Ejemplo de un gel se muestra en la imagen 1.

42 58 08 /2 8 20 RT108 11128 138 148158 10817

Imagen 1. Deteccidn del gen beta globina de muestras cervicales mediante PCR. 268 pb. Carril
1) marcador de peso molecular, del carril 2 al 16 muestras: VPH-679, VPH-680, VPH-682,
VPH-683, VPH-685, VPH-686, VPH-687, VPH-688, VPH-689, VPH-690, VPH-691, VPH-692,
VPH-695, VPH-616 y VPH-349, carril 17) blanco de reaccion.

La deteccién de VPH se realizé con los primers PGMY 09/11, el cual tiene un

amplificado de 450 pb, el ejemplo de un gel se muestra en la imagen 2.

Imagen 2. Deteccién de VPH, de exudados cervicales, mediante PCR. 450 pb. Carril 1)
marcador de peso molecular, carril 2, 3, 7, 8, 9 y 10 muestras negativas (VPH-603, VPH-604,
VPH-679, VPH-680, VPH-682, VPH-685), carril 4) control positivo, carril 5 y 6 muestras
positivas (VPH-690 y VPH-692).
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Resultados de distribucion de tipos

Para la distribucion de tipos, se considerd Unicamente los resultados de la
primera toma de muestra que fue de 63 pacientes positivas. De las cuales solo
5 tiene la vacuna contra VPH. El tipo 91 es el que se encuentra con mayor
frecuencia con 12 pacientes (8.4%), seguido por los tipos 90 y 56, con 11
pacientes (7.7%) cada uno, el tipo 52 con 10 pacientes (7%) se encuentra en
tercer lugar de frecuencia, el tipo 42 con 9 pacientes (6.3%) y el tipo 51 con 8
pacientes (5.6%). Se hace la comparacion con los tipos 16 y 18, ya que la
bibliografia reporta que son los de mayor incidencia-persistencia y son los
principalmente asociados a cancer. El tipo 16 se encontr6 en 7 pacientes
(4.9%) y el tipo 18 en solo una paciente (0.7%). Otra comparacion que también
es importante es con los tipos 6 y 11, ya que son los tipos principalmente
asociados a la aparicion de verrugas genitales, el tipo 6 se encontré solo en 2
pacientes (1.4%) y el tipo 11 no fue detectado en este estudio. Otros tipos que
también tienen una alta frecuencia son el 66, con 7 pacientes (4.9%), los tipos
39 y 58 con 6 pacientes (4.2%) cada uno y los tipos 31, 59, 53 y 61 con 5
pacientes (3.5%) cada uno. Los tipos 35, 68, 82, 11 y 72, que pueden ser
detectados por el microarreglo utilizado, no estuvieron presentes en ninguna
muestra analizada. Las frecuencias de los 28 tipos detectados se muestran en

la grafica 18.
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Gréfica 18. Frecuencia de los 27 tipos tipificado por microarreglos y un tipo

tipificado por secuenciacion.
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Resultados de secuenciacion

Al ser una muestra positiva a VPH utilizando los primers PGMY 09/11 pero
negativa para VPH por la técnica de microarreglo, se decidi6é secuenciar dicha
muestra, el resultados mostré ser positiva al tipo 89, dato mostrado en la
grafica 18. Adicional a esta muestra, y con la finalidad de validar algunos
resultados de los microarreglos, se seleccionaron 4 muestras tipificadas por los
mismos y se secuenciaron. El resultado se muestra en la tabla 7, en donde se
corroboro que tanto el microarreglo y como la secuenciacion arrojaron los

mismos resultados para los tipos 16, 56, 91 y 81.

Folio de muestra Microarreglos Secuenciaciéon
VPH-323 16 16
VPH-342 56 56
VPH-349 No tipificable 89
VPH-523 91 91
VPH-600 81 81

Tabla 7. Comparacion de los resultados con microarreglos y secuenciacion.

Infeccion multiple por VPH

De las 63 muestras positivas, 27 pacientes (43%) estaban infectadas con solo
un tipo de VHP, pero mas del 50% estuvieron infectadas con 2 o mas tipos de
VPH, 2 pacientes (3.2%) presentaron 7 tipos diferentes de VPH, gréfica 19. En
las infecciones multiples el VPH tipo 91 se asoci6 cuatro veces con el tipo 42,

cuatro con el tipo 58 y con el tipo 44 se asocio tres veces.
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Grafica 19. Infeccion multiple por VPH.
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Confirmacion del tipo 16 y 18

Para corroborar los resultados del microarreglo para el tipo 16 y 18, a las 63
muestras positivas se les corri6 una PCR con primers especificos para el tipo
16 y 18, cada corrida fue independiente. En la imagen 3 se muestra un gel de
electroforesis, con 4 muestras (VPH-462, VPH-468, VPH-475, VPH-565)
positivas para el tipo 16, que tiene un amplificado de 150 pb. Todas las
muestras positivas para el tipo 16 por microarreglo, se confirmaron por los
primers especificos. En la imagen 4 se muestra el gel de electroforesis con la
Gnica muestra positiva al tipo 18 (VPH-546), que tiene un amplificado de 217 pb.

U bl e b i ol o i i i ke n ey c A

Imagen 3. Deteccion del VPH tipo 16. 150 pb. Carril 1) Blanco de reaccion, carril 11) marcador
de peso molecular, carriles 3, 5, 6 y 16 muestras positivas (VPH-462, VPH-468, VPH-475,
VPH-565), carriles 2, 4, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 15, 17, 18, 19 y 20, muestras negativas (VPH-
460, VPH-464, VPH-470, VPH-482, VPH-491, VPH-523, VPH-546, VPH-551, VPH-553, VPH-
561, VPH-575, VPH-597, VPH-602 y VPH-600).

59



Imagen 4. Deteccion del VPH tipo 18. 217 pb. Carril 1) marcador de peso molecular, carril 2)
control positivo y carril 3) muestra positiva a VPH tipo 18 (VPH-546).

Resultados de persistencia

Para el estudio de persistencia solo se tomaron en cuenta las pacientes que
regresaron a los 4 y 8 meses después de la deteccion del VPH, 20 pacientes
solo se tomaron la primera muestra, cuatro pacientes regresaron a los cuatro
meses pero no a los ocho, por lo tanto no se tomaron en cuenta para evaluar la
persistencia. Cabe sefalar que 39 pacientes si regresaron a los 4 y 8 meses,

por lo que con estas pacientes se evalud la persistencia.

Ocho pacientes eliminaron el VPH cuatro meses después de la deteccion, los
tipos que se eliminan son clasificados como cancerigenos (16, 39, 45 y 56),
probablemente cancerigenos (66, 70 y 73) y no clasificados (42, 61, 89 y 90).
Siete pacientes eliminaron al virus sin la necesidad de tratamiento, solo una
paciente recibid crioterapia como tratamiento por lo tanto se elimind al virus de
una forma no natural. El promedio de edad de las pacientes que eliminaron el
virus a los cuatro meses es de 23 afos. Los datos completos se muestran en la
tabla 8.
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Folio Primera toma de muestra | Segundatoma de muestra
VPH-327 73, 39, 90. Negativo
VPH-349 89 Negativo

Negativo, pero recibid
VPH-385 66, 61, 56, 90. crioterapia
VPH-464 45 Negativo
VPH-470 61 Negativo
VPH-561 42 Negativo
VPH-565 16 Negativo
VPH-686 70 Negativo

Tabla 8. Eliminacion del VPH cuatro meses después de la deteccion.

En la tabla 9 se muestra que tres pacientes eliminaron el VPH a los ocho
meses después de la deteccion, la eliminacion de los tipos fue total a los ocho
meses, el numero de tipos detectados disminuyo a los cuatro meses en el caso
de las pacientes con el folio VPH-328 y VPH-475. Solo la paciente con el folio
VPH-475 recibio6 crioterapia como tratamiento. Los tipos que se eliminaron son
clasificados como cancerigenos (16, 31, 52), probablemente cancerigeno (67),

no clasificados (84, 62, 61) y no cancerigeno (6).

Folio Primera toma de Segundatomade | Terceratomade
muestra muestra muestra
VPH-328 84,52, 62, 61. 52 Negativo
VPH-475 16, 31, 67 31 Negativo
VPH-553 6 6 Negativo

Tabla 9. Eliminacién del VPH ocho meses después de la deteccion.
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Dos pacientes con los folios VPH-385 y VPH-565 eliminaron el VHP a los

cuatro meses, entre la segunda y tercera toma de muestra tuvieron relaciones

sexuales con nuevas parejas y no usaron ningun método de proteccion por lo

gue se volvieron a reinfectar con VPH teniendo tipos diferentes a los que tenian

en la primera deteccion, tabla 10.

Folio Genotipo Primera | Genotipo segunda | Genotipo tercera
toma toma de muestra |toma de muestra
VPH-385 66, 61, 56, 90. Negativo 31, 51.
VPH-565 Negativo 66

Tabla 10. Reinfeccion por VPH

En la tabla 11, se muestra los porcentajes de persistencia de los tipos de VPH

detectados, en base a las tres tomas de muestras de las 39 pacientes, los de

mayor persistencia se han relacionado como los principales productores de

lesiones cancerosas.

VPH | Persistencia | VPH | Persistencia | VPH Persistencia | VPH Persistencia
16 37 % 52 72 % 70 50 % 62 0 %
18 100 % 53 66 % 73 0 % 81 20 %
31 25 % 56 38 % 06 80 % 83 50 %
33 0 % 58 38 % 42 63 % 84 28 %
39 42 % 59 71 % 44 40 % 89 0 %
45 50 % 66 11 % 54 28 % 90 28 %
51 30 % 67 16 % 61 16 % 91 50 %

Tabla 11. Porcentajes de persistencia.
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Resultados del Papanicolaou y asociacion con el tipo de VPH

Se tomaron 51 muestras de citologia exfoliativa, de las cuales 14 (27.5%)

tuvieron NIC-1, los tipos que estan causando la neoplasia son clasificados

como tipos cancerigenos (39, 45, 51, 52, 56, 59), probablemente cancerigenos

(68), posiblemente cancerigenos (53, 66), no clasificados como cancerigenos

(6) y tipos no clasificados por IARC (44, 81, 83, 90 y 91). Las lesiones son

causadas por infecciones con un solo tipo o0 con mas de un tipo. Ninguna de las

lesiones fue causada por los tipos 16 o 18. Dos pacientes tuvieron una lesion

causada por el tipo 91, tipo que aun no ha sido clasificado por la IARC. La edad

promedio de las pacientes es de 23 afios, con cuatro afilos en promedio del

inicio de su primera relacién, con un promedio de 4 parejas sexuales. En la

tabla 12 se muestran los datos completos.

Folio Tipo de VPH en la primera | Lesion
toma de muestra

VPH-322 44, 52. NIC-1
VPH-381 45, 59, 90. NIC-1
VPH-393 66, 91, 06, 44 NIC-1
VPH-460 91, 51. NIC-1
VPH-482 59 NIC-1
VPH-523 91 NIC-1
VPH-551 56, 53. NIC-1
VPH-553 6 NIC-1
VPH-575 52 NIC-1
VPH-606 59 NIC-1
VPH-615 83, 51. NIC-1
VPH-161/15 39 NIC-1
VPH-201/15 91 NIC-1
VPH-344/15 81 NIC-1

Tabla 12. Tipos de VPH y lesion causada.
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DISCUSION

El virus del papiloma humano se ha mencionado como uno de los factores de
riesgo para el desarrollo de cancer en orofaringe (D’Souza y cols., 2007 y
Kreimer y cols., 2013); sin embargo, en algunos estudios la frecuencia de VPH
tipo 16 en boca y faringe es muy baja (Kreimer y cols., 2011 y Sanders y cols.,
2012). En México existe un aumento en los casos de cancer en orofaringe y
lengua asociados a una infeccién por VPH debido a las practicas sexuales
orales (Pifia-Sanchez y Alvarado-Cabrero., 2012), es por ello que la poblacion
que se estudié fue principalmente jévenes menores de 25 afos, ya que para
ellos el sexo oral es una practica coman y hay pocos estudios de deteccion y
tipificacion de VPH en estas edades en México. En este estudio después de
analizar 125 muestras de exudado faringeo no se encontré ni una muestra
positiva a VPH, esto lo atribuimos a que los pacientes son jovenes en su
mayoria menores de 25 afios y si en algin momento se infectaron esta
infeccion fue eliminada. Con base en las encuestas aplicadas el 93 % de los
pacientes se cepilla por lo menos dos veces al dia los dientes y el 33 % de
ellos usa enjuague bucal por lo menos una vez al dia, con lo cual se puede
considerar gue en general tienen una buena higiene bucal. Un factor importante
para la progresiéon de un infeccion por VPH es el consumo de alcohol y de
tabaco, 43.6 % de los pacientes no consume alcohol y 75% de los pacientes
dice no fumar, con lo cual el riesgo de progresién de una infeccion por VPH
disminuye considerablemente. De acuerdo a las encuestas el 92% de los
jévenes no usa ningun método de proteccidén durante la relacién sexual oral,
por lo tanto aumenta el riesgo de una infeccion no solo de VPH si no de alguna
enfermedad de transmision sexual. Es importante mencionar que la blisqueda
fue especificamente en faringe por lo tanto no se descarta una infeccion por
VPH en boca o lengua en los pacientes que resultaron negativos a VPH en

faringe.
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En cuanto a la deteccion del VPH en cérvix, actualmente el VPH es una de las
infecciones de transmision sexual mas comun en todo el mundo, la mayoria de
las personas (~75%) que mantienen relaciones sexuales se infectaran con VPH
en algun momento de su vida (Baseman y Koutsky., 2005 y Ebrahim y cols.,
2005). La gran mayoria de estas infecciones seran asintomaticas y eliminadas
dentro de 1-2 afos (Richardson y cols., 2003), sin embargo, existe un aumento
sustancial en el riesgo de cancer de cuello uterino en las mujeres que
desarrollan la infeccion persistente por los tipos de VPH de alto riesgo (Ylitalo y
cols., 2000). El objetivo de este estudio fue determinar la frecuencia y la
persistencia del virus del papiloma humano en personas de 18 a 35 afios de
edad. Para lo cual se uso la técnica de microarreglos, que en la actualidad es el
sistema mas sensible y especifico para determinar una infeccion latente,
subclinica y activa por VPH, el usar esta técnica molecular nos permitio,
detectar la presencia del virus aun sin que haya causado alguna alteracion
celular que pueda ser detectada por el método de Papanicolaou. De las 157
muestras tomadas, 63 fueron positivas, lo cual representa un 40% de
positividad; esto es interesante ya que estas personas son clinicamente sanas
y solo 3 tenian diagndstico previo de VPH. Los tipos 16 y 18 del VPH son los
de mayor prevalencia en el mundo y en México, pero en este estudio el tipo 16
solo se encontré en 7 pacientes (4.9%) y el tipo 18 solo se encontré en una
paciente (0.7%), se podria pensar que la baja frecuencia se debe a que las
pacientes ya estan vacunas, pero de las 63 pacientes positivas solo 5
recibieron la vacuna contra VPH tiempo antes del estudio. Los tipos presentes
en estas 5 pacientes fueron los siguientes: 66, 51, 53, 61, 62, 42, 83, 56, 58, y
91. Los tipos 51, 52, 56 son también considerados cancerigenos y se
encontraron en mayor frecuencia que el tipo 16 y 18. Otro que se encontrd en
igual porcentaje que el tipo 18 es el tipo 66, filogenéticamente es considerado
como cancerigeno pero en la clasificacion de la IARC del 2011, se considera
posiblemente cancerigeno, de ahi la importancia de vigilar el comportamiento

de este tipo ya que se ha observado un aumento en su frecuencia.
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Los tipos con mayor frecuencia en este estudio fueron los tipos 91 y 90
respectivamente, estos no se encuentran aun clasificados por la IARC, pero
filogenéticamente no son cancerigenos (Schiffman y cols., 2009), en este
estudio dos pacientes que tienen NIC-1, presentaron solo el tipo 91, por lo cual
se puede decir que si bien el tipo 91 no se considera cancerigeno, bajo ciertas
condiciones inmunoldgicas que pueden presentar las pacientes, este tipo
puede causar cierto dafio. Es importante seguir la epidemiologia de los tipos
90 y 91, ya que como son de recientes descripcion hay pocos estudios sobre

Su comportamiento.

Otros tipos que también fueron detectados en este estudio y que aun no se
encuentran clasificados por la IARC son los tipos: 42, 44, 54, 61, 62, 72, 81, 83,
84, 89. Al igual que con los tipos 90 y 91, estos también filogenéticamente se
clasifican como no cancerigenos por lo que no debemos dejar de vigilar su
comportamiento epidemioldgico ya que es posible que algunos de ellos puedan
sufrir algiin reacomodo de categoria y considerarse posiblemente cancerigenos

o cancerigenos en el futuro cercano.

Como ya se comentd, un gran porcentaje de las infecciones tiene un
aclaramiento en un lapso de 1-2 afos sin necesidad del tratamiento, pero
debido a que en este estudio se detectaron tipos que no estan clasificados aun
no hay muchos estudios sobre la persistencia de los mismos, es por ello que
se realizé un seguimiento de las pacientes durante 4 y 8 meses después de la
deteccion, a los cuatro meses 7 pacientes eliminaron el VPH sin tratamiento.
Los tipos eliminados fueron los siguientes: 89, 45, 61, 42, 16, 70, 73, 39, 90.
Una paciente tenia presente los tipos 73, 39 y 90 los cuales fueron eliminados a
los 4 meses después de la deteccidn sin necesidad de tratamiento. Podemos
sugerir que la edad de las pacientes es un factor importante para eliminar tipos
cancerigenos como el tipo 16, 39, 45 y 56, aunque para afirmar esto seria

necesario realizar un estudio con mujeres de mayor edad.

A los 8 meses, solo tres pacientes eliminaron el VPH, los tipos eliminados
fueron el 84, 52, 62, 61, 6. A los 8 meses se volvid a verificar que es posible
eliminar alguan tipo, aunque este sea considerado persistente y cancerigeno,

como el tipo 52.
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Otro objetivo fue determinar si existian lesiones celulares causadas por VPH,
de las 63 pacientes positivas, a 51 se les realiz6 la tincion de Papanicolaou,
teniendo 14 pacientes (27.5%) con NIC-1, en promedio estas pacientes tiene
23 afios de edad, es muy probable que esta lesion pueda ser eliminada sin la
necesidad de tratamiento, pero como ya se ha comentado aunque no tenga un
tipo que esté considerado como cancerigeno, si la pacientes presenta algun
grado de inmunocompromiso, es muy probable que tipos que no son

considerados como cancerigenos puedan causar alguna lesion.

Una ventaja importante del microarreglo sobre la demas técnicas moleculares
para la deteccion del VPH, es que se puede detectar infecciones multiples por
VPH, en este estudio solo 27 pacientes (43%) tenia un solo tipo, fue posible
determinar una paciente que tenia hasta 7 tipos diferentes de VPH, el estar
infectado con multiples tipos de VPH favorece un estado de persistencia y por
lo tanto se aumenta considerablemente el riesgo de desarrollar alguna lesion

cancerosa.

Una forma de validar la deteccién por el microarreglos que usamos fue la
secuenciacion, por ello, cuatro muestras que fueron tipificadas por microarreglo
fueron secuenciadas por el método de Sanger, dando igual resultado. Estas
muestras tenian el tipo 16, 56, 91 y 81. Se eligieron muestras que solo
presentaran un tipo de VPH, ya que no es posible hacer detecciéon multiple de

VHP por secuenciacion.
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CONCLUSIONES

No se encontraron muestras positivas de VPH faringeo.

63 pacientes (40%) en el estudio cervical fueron positivas para VPH.

El tipo 91 se encontré con mayor frecuencia en 12 pacientes (8.4%),
seguido por los tipos 90 y 56, en 11 pacientes (7.7%), el tipo 16 se
encontré en 7 pacientes (4.9%) y el tipo 18 en solo una paciente (0.7%).
7 pacientes (17.9%) eliminaron al VPH cuatro meses después de la
deteccion, sin necesidad de tratamiento médico.

2 pacientes (5.1%) eliminaron al VPH ocho meses después de la
deteccion sin tratamiento médico.

En este estudio los tipos 18, 45, 53, 59, 70, 06, 42, 83 y 91 tienen
porcentajes de persistencia igual o mayor al 50%.

El 57% de las infecciones son causadas por una infeccion mdultiple por
VPH con dos 0 mas tipos.

De 51 papanicolaou, 14 pacientes (27.5%) tuvieron NIC-1.

Ni una de las lesiones cervicales fue causada por el tipo 16 o 18 de
VPH.

Dos pacientes que tuvieron NIC-1, el tipo detectado fue el 91.

PERSPECTIVAS

Realizar el mismo estudio con otro rango de edades.

Realizar estudios en mujeres que presenten lesiones mayores como
NIC-2, NIC-3 o cancer, para buscar los tipos que en este estudio se
detectaron pero que aun no estan clasificados por la IARC.

Se sugiere seguir con la busqueda del VPH pero ahora en la boca y
lengua, ya que con las practicas sexuales orales, es de esperar un
aumento en las infecciones por VPH.

Otro estudio interesante seria hacer la deteccion en pene, ya que hay
muy pocos estudios sobre la deteccion vy tipificacion del VPH en

hombres.
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ANEXOS

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE
INVESTIGACION CLINICA

H. Puebla de Zaragoza a de del

Por medio de la presente yo, con domicilio en

, con numero de matricula
alumno de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, autorizo y
acepto participar en el proyecto de investigacién clinica denominado “Diagnostico de Virus del
Papiloma Humano en poblacién universitaria”. El cual es coordinado por la Direccién de
Acomparfiamiento Universitario (DAU), Centro de Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas
(CICM) y el Centro de Deteccion Biomolecular (CDB) de la BUAP.

El objetivo del estudio es: Identificar la incidencia y persistencia del Virus del Papiloma
Humano (VPH) en personas de 18-35 afios en cavidad oral como y en érganos sexuales, tanto
en hombres como en mujeres.

Se me ha explicado que mi participacion consistira en: Contestar un test de evaluacion
clinica y se me realizara un exudado oral (para VPH en cavidad oral) y/o una colposcopia
(para VPH en 6rganos sexuales, en mujeres).

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

Inconvenientes y molestias para colposcopia: Es normal tener algunos colicos
leves, manchados vaginales y un flujo de color oscuro durante algunos dias. El flujo oscuro se
debe a la medicacion aplicada en el cuello uterino. No tener relaciones sexuales 24 horas
después del procedimiento de colposcopia.

Inconvenientes y molestias para exudado oral: No hay molestias ni inconvenientes.

Los beneficios: Colaborar con un estudio clinico, identificacién del tipo de VPH que es
posible que tenga, ya que algunos tipos de VPH tiene riesgo oncogénico.

El investigador responsable se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre cualquier
procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento, asi como 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 con la investigacion o con mi tratamiento.

El investigador responsable me ha dado seguridades 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 seran manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a
proporcionarme la informacién actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta
pudiera cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

Al mismo tiempo me comprometo a que se me realice un seguimiento, si el resultado para VPH
es positivo, este seguimiento serd a los 4 y 8 meses posteriores a primera toma de muestra,
aunque este intervalo de tiempo puede variar dependiendo las necesidades de la investigacion.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo
considere conveniente, sin que ello afecte mi condicion de estudiante.
Nombrey firma NUmero de teléfono

Numeros telefénicos a los cuales puede comunicarse en caso de emergencia, dudas o
preguntas relacionadas con el estudio: Dra. Maria Lilia Cedillo Ramirez 2229-55-00, EXT.
2990.
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Cuestionario para VPH en cavidad oral
Aviso de confidencialidad

Por favor responde las siguientes preguntas, las respuestas son confidenciales y
solamente seran utilizadas en el proyecto de investigacion. Los responsables y
participantes del proyecto nos comprometemos a no divulgar las respuestas ni los datos
agui requeridos a ninguna persona ajena al proyecto.

Nombre: Edad: | Sexo:
Correo electrénico: Numero de matricula:
Escuela o Facultad: Numero de teléfono:

Fecha de toma de muestra:

=

¢A qué edad tuviste tu primera relacion sexual?

2. ¢Cuantas parejas sexuales has tenido desde inicio de tu vida sexual?

3. ¢Qué tan frecuente tienes relaciones sexuales?

4. ¢Usas algun método anticonceptivo? ¢ Cual?

5. ¢Eres regular en cuento al uso de este método anticonceptivo?

6. ¢Has practicado sexo oral?

7. ¢Te han practicado sexo oral?

8. ¢Cual es tu orientacién sexual?

9. Si has practicado o te han practicado sexo oral ¢Has usado algun tipo de proteccién?
10. ¢ Cuéantas veces al dia te cepillas los dientes?

11. ¢Usas algun tipo de enjuague bucal? Si usas el enjugue bucal ¢Que marca es el
enjugue gue usas?

12. ¢Con que frecuencia usas este enjuague bucal?
13. ¢Con que frecuencia consumes alcohol?

14. ¢Con que frecuencia consumes tabaco?

15. ¢Has tenido infecciones en la boca o garganta?
16. ¢Qué tan frecuentes son estas infecciones?

17. ¢Cual es tu lugar de origen?
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Cuestionario para VPH en érganos sexuales

Aviso de confidencialidad

Por favor responde las siguientes preguntas, las respuestas son confidenciales y
solamente seran utilizadas en el proyecto de investigacion. Los responsables y
participantes del proyecto nos comprometemos a no divulgar las respuestas ni los datos
agui requeridos a ninguna persona ajena al proyecto.

Nombre: Edad: | Sexo:
Correo electrénico: Numero de matricula:
Escuela o Facultad: Numero de teléfono:

Fecha de toma de muestra:

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

¢ Cudl fue la fecha de tu Ultima menstruacion?

¢ Eres regular en cuento a la fecha de menstruacién?

A qué edad tuviste tu primera relacién sexual?

¢ Cuantas parejas sexuales has tenido desde inicio de tu vida sexual?
¢, Qué tan frecuente tienes relaciones sexuales?

¢Usas algun método anticonceptivo?

¢Eres regular en cuento al uso de este método anticonceptivo?
¢, Qué método anticonceptivo es?

¢ Has padecido de infecciones vaginales?

¢, Qué tan frecuente son estas infecciones vaginales?

¢SAlguna vez te han realizado un Papanicolaou?

¢ Cuantas veces te han realizado el Papanicolaou y cuales fueron la fechas de ese
estudio?

¢, Cudl fue el resultado de ese estudio?

¢, Has practicado sexo oral?

¢ Te han practicado sexo oral?

¢ Te han practicado sexo anal?

¢ Has presentado lesiones caracteristicas de VPH?

¢Lugar de origen?
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PBS 10X

Pesar 40 gramos de NaCl, 1 gramo de KCI, 5.75 gramos de Na,HPO,.7H,O y 1 gramo de
KH,PO,, disolver en 300 mL de agua tridestilada filtrada en un agitador y aforar a 500 mL.
Esterilizar a 121°C/20 minutos.

PBS 1X

Medir 50 mL de PBS 10X y aforar con agua tridestilada filtrada a 500 mL, ajustar pH a 6.8 con
acido acético y esterilizar a 121°C/20 minutos.
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