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GENERALIDADES

El virus del papiloma humano, infecta la piel y mucosas, ocasionando diversas
lesiones epiteliales relacionadas con benignidad o malignidad. De acuerdo a su
secuencia de ADN , homologia y asociacién con lesiones clinicas, los virus se
pueden agrupar en bajo y alto riesgo. Sin embargo la mayoria de estudios
epidemioldgicos se han enfocado principalmente a describir la infeccion genital , y
el potencial oncogénico de éste’.

ESTRUCTURA DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

Es un virus ADN del subgrupo A de la familia papovaviridae, grupo Papova
(papiloma-polioma vacuolizante), son epidermotrépicos, relativamente pequefios,
se caracteriza por tener forma icosahédrica y carecer de cubierta, miden 55 nm de
diametro aproximadamente y replican su genoma en el nucleo de las células
infectadas®. Fig 1. La capside icosahédrica esta compuesta de 72 capsémeros, los
cuales contienen al menos 2 proteinas de cépside, L1 y L2. Cada capsdmero es
un pentamero de proteinas. El genoma consiste de una molécula de doble
cadena de ElI DNA circular que contiene aproximadamente 7,900, comprende
genes tempranos y tardios separados por regiones . Los genes tempranos
codifican para proteinas (E1,E2,E4,E5,E6 y E7), que participan en la replicacion
del DNA, control de transcripcion y transformacion celular. Los genes tardios
codifican las proteinas de la capside mayor (L1), y una proteina de capside menor
(L2), entre estas dos regiones existe una region larga de control (RLC), esta es

una region no codificante, que contiene promotores y elementos que estan



involucrados en la replicacion y transcripcion del DNA. Fig.2 . Cada tipo de VPH
no solamente tiene un promotor comun para E6 , también tiene uno o mas
especificos en la RLC 343678,

Fig. 1 Microscopia electrénica VPH

www.ncbi.nlm.nih.gov/.../Images/em_papil.htm
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Fig 2. Esquema del genoma viral del VPH 11. El marco de lectura abierta codifica
a cinco proteinas tempranas “early” (E1, E2, E5, E6 and E7) y dos proteinas
estructurales tardias‘late’ (L1 and L2) indicadas en el circulo; el numero
dentro la molécula circular de ADN indica aproximadamente la posicion
entre ~7900 pares de bases del genoma.



Abreviaciones: HPV Papilomavirus; URR, Regién reguladora “upstream”.

El virus del papiloma humano (VPH) , constituye un grupo de
de mas de 120 tipos de virus y son responsables de numerosos tipos de lesiones
cutaneas y mucosas, dependiendo del genotipo es como se asocian a diversas

enfermedades (Tabla 1) %

TABLA 1. Genotipos de VPH y manifestaciones clinicas

Lesidn clinica VPH (frecuente) VPH (Menos frecuente)

Mucosa genital y lesiones relacionadas
Condiloma acuminado 6,11 1-5,10,16,18,30,31,33,35,39-45,51-59,70,80

Neoplasia Intraepitelial Cervical

Bajo-grado 6,11 16,18,26,27,30,31,33-35,40,42-45,51-58,61,
62,67-69,71-74,82

Alto-grado 16,18 6,11,31,33,35,39,42,44,45,51,,52,56,58,59,
) 61,64,66,68,82

Papulosis Bowenoide 16 34,39,40,42,45

Cancer cervical 16,18 31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,66

Condiloma Gigante de Buschke y Lowenstein

y otros carcinomas verrucosos 6,11 57,72,73

Papiloma Oral/laringeo 6,11 2,16,30,32,40,57

En pacientes VIH 7,72,73



Lesiones no genitales

Verrugas plantares

Verrugas comunes

Carniceros

En trasplantados renales

Verrugas planas

Epidermodisplasia verruciforme

Carcinoma espinocelular o queratosis actinica

Queratoacantoma

Carcinoma espinocelular

en pacientes inmunosuprimidos

Melanoma

Cancer de piel no melanoma asociado a PUVA

Enfermedad de Bowen no genital

Hiperplasia epitelial oral focal

Verruga Mymercia

Verruga pigmentada

Quiste epidérmico

Papiloma esofagico

Carcinoma esofagico

Papiloma conjuntival y cancer

Carcinoma tonsilar

Piel histolégicamente normal

1,2

2,4

75-77

3,10

5,8,9,10,12,14,15,17,20

16

37

48,60

16,18,35,38

5,20,21,23,24,38

16

13,32

63

65

57,60

6,20

16,18

6,11,16

16

80

4,60,63

1,26,27,29,57,65,75-78

1-4,10.,28

27,28,38,49

27,28,38,49

2,3,19,21-25,28,36-38,,40,47,50

14,18,36,41,48

7,9,16,29

2,26-29,31,34,54,56,58,61,62,73

6,9,11,13,20,24,25,33,38,51-54,57



CONDILOMAS ACUMINADOS

Los condilomas acuminados se consideran como una infeccién de
transmisién sexual ocasionada por el Virus del Papiloma Humano (VPH), son
lesiones verrugosas, aisladas o multiples localizadas principalmente en el tracto

urogenital o anal.

ANTECEDENTES HISTORICOS

Desde el siglo | D.C los Griegos y Romanos conocian la verrugas cutaneas.
En 1907 Ciuffo establecié el origen viral. Durante el afio 1949 se observa por
primera vez la particula viral mediante microscopia electronica y es en 1966
cuando se asocia por primera vez con epidermodisplasia verruciforme, con lo que
se considera como un virus oncogénico. EI nombre de papovavirus lo acufid
Melnick en 1962 para referirse a un grupo pequefio de virus oncogénicos
resistentes al éter que contenian acido desoxirribonucléico (ADN) y en 1974 Zur

Hausen sugiere la existencia de mdltiples tipos virales, **.

EPIDEMIOLOGIA

El VPH es la infeccion de transmisién sexual mas comiun mundialmente, la
incidencia anual de condilomas acuminados en Estados Unidos es de

12,13

aproximadamente 1%, en Meéxico se desconoce La importancia de la

genotipificacién de VPH tiene un gran valor para fines epidemioldgicos **.

Existen mas de 100 tipos de VPH, de los cuales 40 tipos afectan la region

anogenital, y de éstos 15 son oncogénicos'>!® 7. Un tipo de VPH, se define



cuando existe al menos un 10% de diferencia en la secuencia de nucleétidos del
gen L1, y se define como subtipo, cuando la secuencia de nucleétidos es mayor
del 2% y menor del 10%*® 1% 292122 Basado en su asociacién con cancer cervical
y anogenital , los tipos de VPH se han clasificado en: bajo riesgo oncogénico los
asociados a verrugas o displasias leves y tipos de alto riesgo oncogénico, a los
asociados con cancer anogenital o displasias de alto grado.

Los tipos 6 y 11 (considerados de bajo riesgo oncogeénico) se han aislado hasta en
un 90% de los condilomas acuminados y los tipos 16,18,31,33 y 35 en el 10% de
los condilomas acuminados.

Algunos autores mencionan al VPH 16 como el tercer tipo asociado a cancer

cervicouterino®>?*,

En México la informacién sobre la prevalencia , y la genotipificacion de la
infeccidén por VPH en poblacion general es escasa, s6lo mencionan prevalencia de
VPH en las mujeres, asociada con Cancer cervicouterino, encontrandose dicho
virus hasta en un 95% en dicha patologia. Algunos investigadores han encontrado
al VPH tipo 16 como el méas frecuente tanto en mujeres mexicanas asintomaticas

como sintomaticas®?,

Lazcano y colaboradores estudi6 120 hombres
asintomaticos, en México, analizé la presencia del ADN del VPH en muestras de
orina y de surco balano-prepucial encontrando una prevalencia del ADN del VPH
de 11.8% y 42.7%, respectivamente, demostrando con ello que la presencia del
ADN del VPH uretral se encuentra en aquellos sujetos con condilomas clinicos

intrauretrales °, sin embargo no realizé genotipificacion.

En un estudio realizado en estudiantes universitarios del estado de Morelos se
encontré una prevalencia global del 14% ,lo que contrasta con la prevalencia en
trabajadoras sexuales de la ciudad de México que es del 43%, mientras que en
muestras de mujeres mexicanas en poblacién abierta es de 14.5%’. Sin embargo
no existe un estudio especifico en pacientes mexicanos en los que se haya

genotipificado el VPH, obtenido de condilomas acuminados.



PATOGENESIS

La infeccion ocurre a través de la inoculacién del virion a través de un micro
trauma a en el epitelio, infectan inicialmente las células basales donde son
identificados por receptores virales, migran al nucleo y se inicia la replicacion del
DNA viral, producen de 50 a 100 genomas por célula, como las células basales se
dividen, las particulas virales de VPH se replican y distribuyen a traves de ellas, al
madurar estas células y ser remplazadas a la superficie por nuevos queratinocitos,
activa también el ciclo celular del virus®’.

Algunos autores refieren que el periodo de incubacién promedio posterior al
contacto sexual con un paciente infectado por VPH es de 3 meses, las lesiones
pueden persistir afios, y también se ha reportado una involucién espontanea de los
condilomas en un porcentaje de 17 a 69%; la transformacion a carcinoma tiene
baja frecuencia; y ocurre después de anormalidades citologicas progresivas y a

factores asociados 2.

FACTORES DE RIESGO

Algunos autores han relacionado a la promiscuidad sexual como factor de
riesgo, aumentando la incidencia en hombres que han tenido por lo menos 3
parejas sexuales. Respecto a la circuncision en algunos estudios se considera
dudosa el papel protector, ya que en algunos se demuestra que diminuye la
prevalencia y en otros no; el tabaquismo actualmente se menciona como factor de
riesgo para la infeccion de VPH?. Pacientes con deficiencias en la inmunidad
celular, como son los pacientes VIH positivos, o0 post trasplantados
frecuentemente presentan lesiones mas extensas o refractarias a tratamiento, asi
como predisposicion a malignidad. Existen estudios que sugieren que la presencia
de VIH facilita tanto la activacion o la adquisicion reciente de VPH como la

reactivacion de la infeccién latente o ambos 331,32 33, 34,35



MANIFESTACIONES CLINICAS
TOPOGRAFIA

Predomina en genitales. En hombres, se afecta con mayor frecuencia a la
porcion interna del prepucio y el frenillo, la corona, el surco coronal, el meato
urinario y el glande; es poco comun la porcidn externa del prepucio, el area

pubica, la ingle, el escroto y el perineo. También pueden presentarse en el ano.

MORFOLOGIA

Se caracteriza por lesiones vegetantes de superficie granulosa, humeda,
blandas, del color de la piel, rosado o grisaceo, pueden estar cubiertas por un
exudado seroso 0 hemorragico, son seésiles o pediculadas. Ante infeccion
agregada puede observarse maceracion y fetidez.

La evolucion es crbnica y persistente.

Se distinguen 3 tipos: hiperplasico, sésil y verrucoide, la forma hiperplasica se
observa en regiones humedas se inician como pequefias masas papiliforme, luego
se forman masas vegetantes, ramificadas blandas y humedas, que adquieren
formas redondeas, periformes en coliflor, Unicos o multiples , de color parduzco,
blanquecino (Foto 1,2,3,4). Los condiloma sésiles son mas pequefios se observan

en el pene. (Foto 5, )

El tipo verrucoide, tiene el aspecto clinico verrugoso e histolégicamente es muy
hiperqueratésica, y pueden confundirse con verrugas vulgares (Foto 6,7,8).

Se localizan en el hombre en cara interna y externa del prepucio, frenillo, surco
balanoprepucial, meato urinario, uretra, ano, ingle, region genitrocrural, pubis, cara

interna de muslos y escroto® .



Foto 1. Paciente de 30 afios, bisexual, presenta dermatosis localizada a region
perianal, la dermatosis constituida por mdultiples lesiones vegetantes de
superficie granulosa, humedas, blandas, del color grisaceo. La evolucion es

cronica y persistente (4 afios). (condiloma hiperplasico)

Foto 2. Paciente masculino de 25 afios de edad, homosexual, portador de SIDA,
con tratamiento antirretroviral con Zidovudina, Lamimudina y Nevirapina, no se
conocia carga viral ni conteo de linfocitos CD4. La dermatosis estaba
localizada a region perianal, constituida por vegetaciones, blandas, humedas,
con formas redondeadas que confluian formando placas, de color parduzco,

evolucién de 6 meses y asintomatica. (condiloma hiperplasico)



Foto 3. Paciente masculino de 18 afios de edad, homosexual, con dermatosis
localizada a regién perianal, constituida por lesiones vegetantes, papiliformes

blandas, humedas, del color de la piel (condiloma papiliforme)

Foto 4. Paciente masculino de 26 afios de edad, heterosexual, presentaba
dermatosis localizada a pene. Lesiones vegetantes, papiliformes. Evolucién de un

afo. (Forma hiperplasica, papiliforme).



Foto 5. Masculino de 31 afios con antecedente de infeccion por molusco
contagioso, presenta dermatosis localizada a regién genital de la que afecta
surco balanoprepucial, Neoformaciones filiformes del color de la piel

(Condiloma sésil).

Foto 6 . Paciente de 30 afios de edad, con diagndstico reciente de Diabetes
Mellitus tipo 2, presenta dermatosis localizada a la region genital de la que afecta
prepucio y glande. Neoformaciones verrugosas, con superficie queratésica

(Morfologia Verrucoide), asintomatica de un mes de evolucion.



Mellitus con descontrol metabdlico, presenta dermatosis localizada al area
genital de la que afecta el glande y el prepucio. Neoformaciones
verrugosas, con superficie queratdsica, con una evoluciéon de un afo.
Tratamientos previos con corticoesteroide topico e Imiquimod durante 3

meses.
(Morfologia verrucoide)

Foto 8. Paciente masculino de 55 afios de edad, con antecedente de Gonorrea.
Placa verrugosa, hiperpigmentada en dorso de pene. Evolucion 2 afos,

asintomatica. (Morfologia verrucoide)



HISTOPATOLOGIA

Depende de la topografia y morfologia de las lesiones, se puede observar
hiperqueratosis, acantosis de diversos grados, papilomatosis y la presencia de

coilocitos®’.

DIAGNOSTICO

Inicialmente se identifica la infeccion del VPH por la clinica, se puede utilizar
acido acético al 3% o 5% , siendo positivo al presentar “escarchamiento” en las
lesiones, sin embargo no se considera una pruebas especifica para infeccion para
VPH, ademas la especificidad y sensibilidad de este procedimiento para tamizado
no se ha definido, con la histologia se puede realizar el diagnésitco definitivo, sin
embargo no es necesario. La mayoria de los condilomas acuminados se tratan sin
previa biopsia, esta Ultima por lo general se reserva a lesiones que no han
respondido a tratamientos convencionales. Existen otras pruebas diagndsticas
accesorias, como es la hibridizacion de acidos nucleicos la cual provee el tipo de
virus presente en la lesion, la inmunohistoquimica con la desventaja de que no

233 En contraste con otras infecciones de transmision

indica el tipo de virus
sexual, el VPH no se cultiva y no existe un prueba serolégica disponible para uso
clinico®. Brown y cols. en 1999 demostraron que los condilomas acuminados
pueden contener varios tipos de VPH, incluyendo algunos asociados con lesiones

displasicas.

TRATAMIENTO

Se incluyen métodos ablativos como la crioterapia, terapia
inmunomoduladora, interferdn sistémico, terapia adyuvante. La tasa de recurrencia
es de 30 a 90%. Se usan antimitoticos como la podofilina, podofilotoxina, acido
tricloroacético****3. La podofilina es una resina que se utiliza frecuentemente,
respecto al porcentaje de curacion, se han publicado diversos estudios, en los que

se establece en un promedio de 3 meses se obtiene un 45% de curaciéon y en un



tiempo de 9 meses hasta un 73% de curacion®. El 4cido tricloro acético es un
agente caustico con efecto queratolitico, se emplea en preparacion magistral
diluido al 50 u 80%, algunos autores mencionan porcentajes de curacion que
varian del 40 al 80%, una ventaja de este producto, es que su uso esta indicado
en mujeres embarazadas *° .

En lesiones gigantes a veces se utiliza electrodesecacion, intervencion
quirargica o laser de CO02. teniendo en cuenta que los humos o agujas pueden
contaminarse con el virus e infectar a quien efectia el procedimiento; se han
utilizado antimetabolitos como bleomicina, cantaridina y 5 fluoruracilo via topica o
| 4.

intralesiona El Imiquimod es un modificador de la respuesta inmune con

actividad antiviral y antitumoral, induce interferon-a, interleucina 1 (IL-1), y factor

de necrosis tumoral a (TNF-a) en sangre periférica, y queratinocitos humanos *'*®

49, 50

PREVENCION

Respecto a la manera mas efectiva de prevenir las infeccion por VPH es la
abstinencia, sin embargo en las personas con vida sexual activa se debe de
recomendar evitar la promiscuidad sexual, respecto al uso del condon o
preservativo puede reducir la frecuencia de infeccién, pero no elimina el riesgo
para la transmisién del VPH" *2, En la actualidad , se dispone en México la
vacuna tetravalente que induce inmunidad con los tipos 6,11,16 y 18 (Gardasil ), la

cual se recomienda aplicar en preadolescentes de 10 a 13 afios.

METODOS DE DETECCION Y AMPLIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Las técnicas de biologia molecular consisten en la manipulacion de
fragmentos de &cido nucleico como amplificacion (la creacion de millones de
copias idénticas de secuencias de DNA o RNA presentes en una muestra clinica),

corte especifico por enzimas, ligaciones, entre otros y la visualizacion mediante el



uso de geles y electroforesis. Dichas técnicas han sido desarrolladas en décadas
pasadas y son utiles en el diagnostico y manejo de una gran variedad de
enfermedades infecciosas y genéticas > **>>%

La aplicacion de las técnicas de biologia molecular a las enfermedades de
la piel ha permitido conocer los mecanismos de muchas entidades, y han facilitado
su diagndstico e incluso su tratamiento. Estas técnicas permiten extraer y analizar
el ADN o ARN de sangre periférica o de biopsias de piel, tanto por congelacion

como en los tejidos incluidos en parafina.

Las técnicas de hibridacion tras la extraccion de acidos nucleicos han
evolucionado desde las mas sencillas como Southern blot o Dot blot hasta otras
mas sofisticadas como la hibridacién gendmica comparada. Sin duda, uno de los
campos con mas futuro es la aplicacion de técnicas de hibridacion a los cortes
histologicos (hibridacion in situ), incluyendo su variacion fluorescente para el
analisis de cromosomas (FISH, hibridacion in situ con fluorescencia). Hoy en dia;
la mayoria de las técnicas de analisis de ADN se basan en la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), que puede ser aplicada a un gran nimero de procesos
nosolégicos, y destaca sobre las anteriores por su sensibilidad, aunque a costa de

una mayor complejidad tecnoldgica para impedir falsos positivos®’.

El diagndstico molecular de enfermedades dermatdlégicas infecciosas permite
detectar, caracterizar y cuantificar &cidos nucleicos de microorganismos
bacterianos, virales y micéticos. Estos ensayos moleculares facilitan la elaboracion
de diagndsticos mas rapidos y precisos que no se pueden obtener mediante
métodos tradicionales. Los métodos moleculares tienen en ventaja de que son
altamente sensibles y pueden detectar cantidades minimas del agente infeccioso
sin necesidad de cultivo. Los microorganismos que no son cultivables pueden ser
identificados, asi como organismos no viables como los fijados en formol para
estudio histopatolégico. Esta técnica ha sido eficaz para identificar micobacterias
en lesiones de la piel consideradas como reacciones de hipersensibilidad a

tuberculosis y para determinar el virus del papiloma humano®.



PROTOCOLO DE INVESTIGACION



Introducciéon

Se revisaron los expedientes de los pacientes masculinos mayores de 16
afos, de la consulta general del CDP en los ultimos 6 afios, y se encontré una
prevalencia de 3 pacientes por cada mil que acudieron por primera vez a consulta.
(Tabla No.2 ). De igual forma los expedientes de la Clinica de Enfermedades de
Transmision Sexual, en las fechas comprendidas de Enero 2000 a septiembre
2007, un total de 828 pacientes con condilomas acuminados (hombres y mujeres)

de los cuales 83 presentaron coinfeccion con VIH.

TABLA 2. Incidencia de pacientes con Condilomas Acuminados

Hombres Incidencia
Ao Mayores a 16 afos Casos x1000
2000 13431 43 3.2
2001 13756 58 4.2
2002 12949 47 3.6
2003 13017 35 2.7
2004 13283 17 1.3
2005 13120 61 4.6
2006 12343 40 3.2
Promedio * 13,130 43 3.2

1. Justificacion

Hasta el momento a nivel internacional esté bien establecido que los tipos 6
y 11 de VPH son los agentes etiolégicos de los condilomas acuminados, asimismo
se sabe de la presencia de otros genotipos, en proporcién menor, algunos de ellos
considerados como de alto riesgo oncogénico. Debido a que no existen estudios
donde se conozcan los genotipos de VPH en poblacion masculina mexicana, es
trascendente determinar la frecuencia de los tipos oncogénicos, con la finalidad
de predecir la evolucion, y de acuerdo a esto establecer la base para el

seguimiento adecuado y deteccidn de contactos.



2. Planteamiento del problema

Se sabe que el VPH es una enfermedad de transmisién sexual, comun en
el grupo de alto riesgo como lo son las trabajadoras sexuales de la ciudad de
México (hasta un 43%) , sin embargo en el hombre se desconoce la prevalencia.
Diversos estudios epidemioldgicos han mostrado la presencia del VPH tipo 6y 11
(considerados como de bajo riesgo) hasta en un 90% de los condilomas
acuminados vy los tipos 16,18,31,33y 35 (de alto riesgo) hasta en un 10% de este

padecimiento.

Dado a que no se sabe la prevalencia de los genotipos de VPH en condilomas
acuminados de pacientes masculinos mexicanos, nos interesa saber cudl es la
frecuencia de genotipos 6,11,16,18, 31, 33 y 35 en hombres mexicanos de 16 a

70 afos de edad que acudan al Centro Dermatolégico Pascua.

3. Objetivo General

Determinar mediante la reaccion en cadena de la polimerasa los genotipos del
VPH en condilomas acuminados, de pacientes del sexo masculino de 16 a 70

afos de edad que acudan al CDP.

4. Objetivos especificos

Determinar los genotipos mas frecuentes en condilomas acuminados de los
pacientes participantes.

Determinar si existe la presencia de mas de un genotipo en los pacientes
estudiados.

Describir las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de los casos estudiados

dependiendo de la topografia de las lesiones.



5. Material y métodos

Tiempo y lugar:

Previo consentimiento informado, se realizaron biopsias por rasurado, en
pacientes con diagnostico clinico de condilomas acuminados; en el Centro

Dermatolégico Pascua del 1 de septiembre del 2005 a junio 2006.

Disefio.

Transversal, descriptivo, prospectivo.

Poblacion.

Se incluyeron pacientes de sexo masculino, que fueron captados en la consulta

de dermatologia general y en la clinica de Enfermedades de Transmision sexual
(ETS), del CDP.

Criterios de inclusioén

Pacientes de sexo masculino mayores de 16 afios y menores de 70 afios de edad,
con diagndstico clinico de condilomas acuminados.

Sexualmente activos.

Lesiones mayores de 0.5 cm?.

Que aceptaran participar en el estudio, previo consentimiento informado.

Criterios de exclusion

Tratamiento topico en los ultimos 30 dias.



Universo muestral.

El tamafio de la muestra se calculé con base en la formula para estimar una
proporcion con una precision de 5%, una confianza del 95% y con prevalencia (p)

probable de 10%, el tamafio maximo de ella se ajustara para poblacion finita.

n=22 pqg/ e2

Z? - nivel de confianza=(1.96)*
e2.- precision = 5%

p.- prevalencia = 10%
q=(1-p)

n=(1.96)2 (0.10)(0.90)/ (0.05)? = 138.2 pacientes

Numero con correccion finita tomando en cuenta N = 88 que es el promedio de
pacientes por afio de los pacientes de sexo masculino con condilomas
acuminados atendidos en el CDP.

Na = n/(1 + (n/N)) = 138.2/(1+138/88)=53.9

Debido a la carencia de recursos econdmicos, obligd limitar los estudios,

realizadndose sélo en 48 pacientes.

Lugar de realizacion. Centro Dermatoldgico Pascua, clinica de ETS vy

Departamento de Virologia Molecular del INCMNSZ.

Variables de estudio: edad, evolucidn, inmunosupresion, tamafio de la lesion

localizacién, practica sexual, circuncision.



6. Variables

Definicion operacional de variables:

VARIABLE DEFINICION Definicién Tipos de | Escala de | Unidad de
operacional variables medicién | medicién
Edad Tiempo transcurrido | Se preguntd la|Cuantitativa | Razon Afos.
desde su nacimiento | edad del paciente |continua.
hasta el momento de
inclusién al estudio.
Escolaridad Estudios realizados Se preguntd nivel | Cualitativa | Nominal Analfabeta
de escolaridad Nivel basico
Medio
superior
ocupacion Actividad que realiza|Se preguntd en|Cualitativa | Nominal
para obtener ingresos | que trabaja
economicos
Estado civil Estado civil Se pregunté si es | cualitativa Nominal Soltero
soltero,  casado, Casado
unién libre Unién libre
Evolucion Tiempo transcurrido | Se pregunté el | Cuantitativa | Razén Meses
de la presencia de la|tiempo de | continua
enfermedad hasta la | evolucion
inclusion al estudio
Inmunodepresi | Estado VIH, uso de | Se interrog6 el Cualitativa | Nominal Dicotémica:
on esteroides o | antecendente de Si o No.
inmunorreguladores, |uso de esteroides
Diabetes Mellitus | 0
(DM) inmunorreguladore
S. Asi como
serologia para
VIH, DM
Tamafio de la|Tamafio de lesion Se midié el | Cuantitativa | Nominal Mayor a 1 cm:
lesion tamafio de la|continua Sio No
lesion con
tumorimetro
Localizacion Sitio en el que se|Se exploré el sitio | Cualitativa | Nominal Genital
de la lesion ubican las lesiones donde se Anal

localizaron las
lesiones. Si eran
mas de 2 lesiones
se tomd la muestra
de la primera
lesién o de la que
no habia recibido
tratamiento




VARIABLE DEFINICION Definicién Tipos de | Escala de | Unidad de
operacional variables medicion | medicién
Relacion Tipo de relacion: Se interrogd la|Cualitativa |Nominal Homosexual
sexual heterosexual preferencia sexual Bisexual
(diferente sexo), Heterosexual
bisexual (ambos
sexos), homosexual
(hombre-hombre)
Enfermedades | Infecciones Se interrogé si ha | Cualitativa | Nominal Dicotomica:
de transmision | adquiridas por padecido sifilis, Sio No
sexual previa | transmisién sexual gonorrea 0 alguna
(ETS) otra ETS
Circuncision Antecedente de Se observé si|Cualitativa |Nominal Dicotomica:
extirpacion del tenia circuncision Sio No
prepucio 0o no
Numero de |NUumero de parejas|Se pregunté el|cuantitativa |razén numero
parejas sexuales hasta la|namero de parejas
sexuales fecha del estudio sexuales que ha
tenido

7. DESCRIPCION DEL PROTOCOLO

Se realiz6 el andlisis segun la descripcion del protocolo PVHfast fabricado
por GENOMICA SAU vy distribuido en México por Biodist S.A. de C.V. Registro No.
01242R99 SSA.

El kit PVHfast 2.0 ha sido disefiado para la deteccion y tipificaciéon del VPH en
distintas muestras clinicas ( frotis, suspensiones celulares y tejido fijado en formol
e incluido en parafina), mediante amplificaciéon por PCR y posterior digestion del

producto amplificado con enzimas de restriccion.

Cada tipo de VPH presenta en su genoma una secuencia de DNA caracteristica y
distinta; no obstante, aparecen zonas dentro de esta secuencia que son muy
parecidas entre los distintos tipos de VPH. Con el kit PVHfast 2.0, la deteccién de
VPH se realiza amplificando una regién de unos 450 pb del DNA del virus que s

muy similar entre los distintos tipos de VPH. Esta region es la denominada L1 del




marco abierto de lectura (ORF) del virus. A pesar de que esta secuencia es comun
a los distintos tipos de PVH presenta pequefias variaciones entre ellos. Una forma
ualtil de tipificar los virus es localizar estas pequefias variaciones carcteristicas de
cada tipo. Para localizar estas pequefias variaciones de secuencia y , por tanto,
para tipificar los diferentes VPH, se digiere el DNA amplificado anteriormente con
enzimas de restriccion.

Las enzimas de restriccion, por ejemplo, la enzima Rsal, corta en puntos
especificos de la secuencia de DNA. De este modo, la enzima cortara el producto
amplificado de cada tipo de VPH en distintos puntos y se obtienen asi varios
fragmentos de DNA. Si separamos los fragmentos por su tamafio en un gel de

agarosa, cada tipo de virus presentara un patron de bandas caracteristico.

Uno de los inconvenientes de la deteccion por amplificacion gendmica son los
falsos negativos debidos, bien a una calidad inadecuada del DNA de la muestra
(por toma de cantidad insuficiente de ella, por degradacion del DNA debida a una
inadecuada conservacion o por pérdida del DNA durante su extraccion), o bien a
la presencia de inhibidores de la DNA polimerasa en las muestras en las que se

quiere analizar la presencia del virus (hemoglobina, restos de parafina, sales, etc).

Con el equipo PVHfast 2.0 se han eliminado esos falsos negativos gracias a la
introducciéon de dos controles internos en el mismo tubo de reaccion donde se
analiza la muestra. Por un lado, la amplificacion de DNA del propio paciente
presente en la muestra sirve como control del DNA de la muestra. La amplificacion
del DNA del paciente se lleva a cabo gracias a que todos los tubos de reaccion del
kit PVHfast 2.0 contienen una pareja de cebadores que amplificacion un
fragmento de 892 pb del gen humano CFTR. Por otro lado, todos los tubos de
reaccion del kit PVHfast 2.0 contienen un plasmido modificado que sirve como
control de la reaccién de amplificacion. Este control interno se amplifica con los
mismos cebadores que el gen CFTR humano, pero el tamafio del amplificado es
distinto ( 1202 pb). Los dos controles internos se amplifican simultaneamente junto

con el PVH en un Unico tubo de reacciéon, de manera que al amplificar el DNA



extraido a partir de una muestra clinica podemos encontrar estas bandas de
amplificado:

Banda de unos 450 pb (variable segun el tipo de PVH): corresponde a la
amplificacién del PVH presente en la muestra.

Banda de 892 pb: corresponde a la amplificacion del DNA del paciente (control del
DN2 de la muestra)

Banda de 1202 pb: corresponde a la amplificacion del plasmido (control de la

reaccion de amplificacion).

COMPONENTES Y CONSERVACION DEL EQUIPO PVHfast 2.0

El equipo contiene todos los reactivos necesarios para la extraccion del
DNA vy el analisis de muestras clinicas de diverso origen. Todos los reactivos sin
abrir son estables conservados a -20°C hasta la fecha de caducidad indicada en el
equipo. Los reactivos incluidos en el equipo son los siguientes:

Solucién de digestion 2.0: una vez descongelada, guardar a 4°C .

Proteinasa K : una vez descongelada, mantener en hielo mientras se esté usando
y después guardar a 4°C . Este reactivo nunca debe ser congelado de nuevo. No
usar este reactivo si ha transcurrido mas de un mes tras su descongelacion.

Tubos de reaccion listos para su uso.

Los tubos son de 0.2 ml, no llevan aceite mineral, por lo que solo se observa una
Unica fase formada por 45 microlitos mezcla de reaccion.

Solucion de carga: una vez descongelada, guardar entre 4 y 25°C.

Solucion de restriccidon: una vez descongelada, guardar a 4°C.

Enzima 1 de restriccion (Rsal) guardar siempre a -20°C

Cuando se utilice, que esté el menor tiempo posible fuera del congelador y
siempre en hielo.

Enzima 2 de restriccion: guardar siempre a -20°C. Cuando se utilice, que esté el

menor tiempo posible fuera del congelador y siempre en hielo.



MATERIAL REQUERIDO
EQUIPOS

Bafio o termobloque ajustable a 37° C, 55°C y 100°C

Vortex

Autoclave

Termociclador

Balanza con exactitud de 0.1 g

Fuente de electrofooresis

Cubeta de electroforesis y accesorios

Tres micropipetas ajustables entre 1.20 microlitos, 20.200 microlitros y 200-1000
microlitros para el laboratorio de extraccion

Una micropipeta ajustable entre 1-20 microlitros para el laboratorio de
visualizacion

Transiluminador ultravioleta

Cémara de fotos u otro sistema de captacion de imagenes.

Microcentrifuga

pHmMetro

microondas o placa calefactora

REACTIVOS Y MATERIAL

Agua destilada

Solucién salina

Agarosa

Agarosa de alta resolucién
Bromuro de etidio
Marcador de pesos moleculares DNA molecular weight marker VIII (Roche
Diagnostics)

Hidroxido de sodio

Acido acético glacial

Tris base (Trizma base)
Na2EDTA.2 H20



Guantes desechables

Puntas de pipeta con filtro o de desplazamiento positivo
Recipiente con hielo picado

Tubos de 1.5 ml estériles

Vasos de precipitado y probetas de 1 litro

Gradillas para tubos de 1.5 mly 0.5 ml

RECOMENDACIONES Y PROCEDIMIENTOS DE MANIPULACION

La técnica se debe realizar en dos areas separadas fisicamente, para evitar
contaminaciones con el producto amplificado anteriormente. Cada una de las
areas debe tener su propio material de trabajo identificado , y nunca debe salir de
ellas (pipetas, puntas, tubos, gradillas, guantes, etc.). No utilizar el mismo

fregadero para lavar el material no desechable.

Area de extraccion: en esta area se hace la extraccion del DNA y el montaje de la

reaccion de amplificacion

Area de visualizacion: en esta se trabaja con el producto amplificado. El material
de este sitio nunca ha de entrar en contacto con la del area de extracciéon. Evitar ir

a esta Ultima mientras se esté trabajando en el area de visualizacion.

Evitar que exista contacto entre las distintas muestras (al abrir y cerrar los tubos
gue las contienen, al contacto con las micropipetas, etc).

Utilizar guantes en todo momento. Es recomendable cambiarse de guantes con
cierta frecuencia, especialmente si existe sospecha de contacto con alguna

muestra.

Emplear siempre puntas con filtro o pipetas de desplazamiento positivo para evitar
contaminaciones debidas a la micropipeta.

Desechar la punta de la micropipeta tras cada pipeteo.

Cerrar los tubos de los reactivos inmediatamente después de su uso para evitar

contaminaciones.



Emplear material de laboratorio desechable y estéril
Nunca mezclar reactivos de dos lotes distintos

Los resultados obtenidos con el equipo no son validos si se emplean otras
muestras distintas a las indicadas en él o DNA extraido por un protocolo distinto al

indicado.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS NO SUMINISTRADOS

Solucién salina ( NaCl 0.9%) Disolver 9 g de NaCl en un litro de agua destilada.
Autoclavear o filtrar a través de un filtro de 0.2 microlitros.

Bromuro de etidio 10mg/ml. Disolver 10 mg de bromuro de etidio en 1 ml de agua.
Guardar protegido de la luz. ElI bromuro de etidio es mutagénico. Todas las
soluciones que contegan bromuro de etidio han de ser manipuladas con guantes.
EDTA 0.5 M pH 8.0 (1 litro). Ahadir 186,1 g de Na2 EDTA.2H20 a 800 ml de agua
destilada. Poner en un agitador y ajustar el pH a 8.0. Enrasar a 1 litro con agua
destilada. Autoclavear o pasar a través de un filtro de 0.2 pm.

TAE 50X. Afadir en un vaso 242 g de Trizma base, 57.1 ml de acido acético
glacial y 100 ml de EDTA 0.5 M y pH 8.0 preparado como se indica en el apartado
anterior), y completar con agua destilada hasta 1 litro. Agitar hasta su total

disolucion.

Tampon TAE1X. Mezclar 20 ml de TAE50X y 980 ml de agua.
tampoén de electoforesis TAE 1X con bromuro de etidio 0.2 mg/L. Afadir 20 pl de
bromuro de etidio 10 mg/ml a 1 | de TAE 1x. agitar y consevar en una botella

protegida de la luz.

Gel de agarosa al 2% en TAE1X. Para 100 ml de gel, disolver calentando en el
microondas 2 g de agarosa en 100 ml de TAE 1X. Anadir 5 pl de bromuro de etidio

10 mg/ml. Agitar, verter en la cubeta y dejar gelificar.



Gel de agarosa de alta resolucion al 2.5% en TAE 1X. Para 100 ml de gel, disolver
calentando en el microondas. 2.5 g de agarosa de alta resoluciéon en 100 ml de
TAE 1X. Afnadir 5 yl de bromuro de etidio 10mg/ml. Agitar y verter en la cubeta.
Una vez gelificado introducir en la nevera a 4°C durante al menos 15 minutos

(también se puede melificar directamente a 4°C durante 30 minutos).

Marcador de pesos moleculares. Mezclar en un tubo estéril 420pl de agua
destilada estéril, 80ul de Molecular Weight marker VIII a 250 pg/ml (Roche
Diagnostics) y 100ul de la soluciéon de carga incluida en este kit. Esta solucion
lleva 0.5 pg de molecular weight marker VIII por cada 15 pl, listos para cargar en

un gel de agarosa. Guardar este reactivo a 4°C.

PROCEDIMIENTO PARA REALIZACION DE BIOPSIA

BIOPSIA POR RASURADO, CONSERVACION DEL TEJIDO, TRANSPORTE Y
CONSERVACION.

Previa asepsia y antisepsia de la region, y aplicacion de anestésico local
xilocaina con epinefrina, se obtendra lesidbn de aproximadamente 0.5 cm de
diametro mediante bisturi , empleandolo paralelo a la superficie de la piel, y se
colocara apésito a presion para hemostasia o acido tricloroacetico a saturacion.
Las muestras tomadas seran transportadas en un vial con solucion salina, al
Laboratorio de Virologia Molecular del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran (INCMNZ), después de la maceracion del tejido, este
sera incubado con proteinaza K durante 24 horas, posteriormente se realizara la
extraccion de DNA con método de Trizol, finalmente, previa cuantificacion de DNA
mediante espectofotometria, se realizara la reaccion de polimerasa en cadena
(PCR) comercial. La prueba detectara 14 tipos de VPH de alto riesgo (VPH
16,18,31,33,35,39,45,51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68) y 6 tipos de VPH de bajo riesgo
(VPH 6,11, 40,42, 43 y 44).



Se recolectara la biopsia por rasurado en un criovial con rosca hasta procesar,

con 600 microlitros de solucién salina (PBS), se mantuvieron en congelacién a -

70°C hasta su procesamiento.

PROTOCOLO DE GENOTIPICACION
EXTRACCION DE DNA

Descongelar muestra a temperatura ambiente

Cortar tejido con bisturi en caja de Petri

Agregar 1000 microlitros de coloruro de Na 0.9% , macerar tejido, utilizar
vortex

Incluir control negativo con 1 militro de cloruro de Na

Centrifugar muestra en tubo de 1.5 ml estérii durante 10 minutos,
centrifuga a 12,000 rpm

Decantar sobrenadante

Agregar 1 ml de cloruro de Na, pipetear o utilizar vortex

centrifugtar muestra 10 min a 12,000 rpm

Retirar sobrenandante con micropipeta Pasteur

Afadir 50 microlitros de solucion de digestion 2.0

Anadir 50 microlitros de proteinasa K

Agitar tubos en vértex o microppipeta para disgregar

Incubar muestras a 56°C durante 2 a 3 horas

Incubar muestras a 100°C durante 10 minutos para inactivar la proteinasa K
centrifugar las muestras durante 10 minutos en una microcentrifuga a

12,000 rpm y congelar a -20C°

TECNICA DE PURIFICACION DE DNA

Agitar la resina de purificacion hasta conseguir suspension homogenea
durante 10 minutos
Afadir 1000 microlitros de resina de pruificacion por cada 100 a 300

microlitros de muestra



Mezclar el contenido invirtiendo el tubo varias veces, dejar incubar durante
5 minutos a temperatura ambiente.

Afadir el contenido del tubo de muestra a la jeringa y pasar lentamente el
liquido a través de la columna de purificacion presionando el émbolo.

Quitar la columna y fijar de nuevo la columna

Afnadir 2 militros de solucién de lavado a la jeringa y presionar el émbolo
Colocar la columna en el tubo Eppendorf de 1.5 ml y centrifugar 2 minutos
en la microcentrifuga 7.6 rpm para eliminar los restos de solucion de
lavado.

Pasar la columna seca a otro tubo Eppendorf, previamente marcado con el
ndmero de la muestra, afiadir 50 microlilitros de solucion de dilucién a la
columna y dejar incubando durante al menos 5 minutos (méaximo 30
minutos) para permitir que el DNA se despegue de la resina. Eluir el DNA
por centrifugacion durante 20 segundos en microcentrifuga 30 segundos
6000 rpm

Mantener DNA (50 ul) a 4°C o -20°C.

PROCEDIMIENTO DE PCR

Descongelar tubos de reacciéon mas control negativo, mantenerlos en hielo.
Dar un pin a los tubos de reaccion.
Anadir 5 ml de DNA extraido a tubos de reaccion resuspendiendo.

Programar el termociclador con los siguientes ciclos:

1 ciclo 95°C 9 minuto
45 ciclos 94°C .30 minuto
55°C 1 minuto
72°C 1.30 minutos
1 ciclo 72°C 8 minutos
4°C  Continuo hasta recoger tubo




Arrancar el programa y colocar los tubos de reaccion en el termociclador cuando el
bloque haya sobrepasado los 90°C con la finalidad de minimizar las posibles

amplificaciones inespecificas.

PROCEDIMIENTO PARA VISUALIZACION DEL PRODUCTO AMPLIFICADO

e Tomar 10 microlitros de cada tubo de reaccion amplificado

e Afadir 2 microlitros de solucion de carga a los 10 microlitros del producto
amplificado y cargar todo en un pocillo de un gel de agarosa al 2% en
TAE1X.

e Utilizar los dos pocitos situados a los lados de las muestras con marcador

de peso molecular 2 ml + 12 ml de solucion de carga.

PROCEDIMIENTO PARA TIPIFICACION DE VPH POR DIGESTION CON
ENZIMAS DE RESTRICCION

e Solo se tipifican las muestras positivas en el gel de deteccion

e En este caso en el que la banda del amplificado fue muy intensa, se diluyé
el amplificado previo a la digestion.

e Tomar 10 microlitos del tubo de reaccién amplificado poner en tubo de 0.2
ml agregar 30 microlitros de solucién de restriccion.

e Descongelar enzima de restriccion 1 y 2 mantener en hielo, centrifugar unos
segundos en microcentrifuga.

e De los amplificados diluidos con solucion de restriccion afiadir a cada uno
de ellos 1 mililitro de enzima 1 de restriccion. Marcar tubos con Dig.1

e Mezclar el contenido de la digestion enzima 1 (Dig 1) resuspendiendo con
micropipeta varias veces.

e Pasar 20 microlitros de cada digestion a un tubo estéril marcado con el
nimero de muestra y Dig 1+2 (Digestion enzima l+enzima2). Afadir 1
microlitro de enzima 2 de restriccion y resuspender de nuevo con

micropipeta o vortex.



e Centrifugar durante segundos tubos en microcentrifuga para que no queden
gotas en las paredes. Incubar los tubos Digl y Dig 1+2 a 37°C (minimo 2
horas). Se puede mantener en incubacién de un dia otro, como fue en
este caso.

e Realizar gel de Agarosa de alta concentracion al 2.5% para la visualizacion

de las digestiones. (Foto. 9)

TIPIFICACION DEL VPH

VPH-11 \VPH-6

- . - - - - -
- - - - “'
85 ph . - ,'l‘:.!

Foto 9. Fotografia de un gel de agarosa con los patrones de restriccion de las
muestras positivas VPH. Marcador IX y marcador V

8. ASPECTOS ETICOS

Este estudio se apeg0 a los requisitos estipulados por el acuerdo de Helsinki para
estudios en humanos.

Se inform6 al paciente sobre el procedimiento , confidencialidad del estudio y
complicaciones, tanto en forma escrita como verbalmente. Se obtuvo una carta de

consentimiento antes del estudio. El riesgo es minimo, en el caso de resultado



positivo para un virus oncogénico considerado como de alto riesgo, se dara

seguimiento y tratamiento mas estrecho en la clinica de ETS.

9. RECURSOS

Financiero: A cargo del investigador y del laboratorio de virologia molecular del
INCMNSZ.

Fisicos: Se llevo a cabo en consulta externa del Centro Dermatolégico.

Materiales: Guantes, equipo de biopsias , viales con solucién salina, asi como
equipo para toma de muestra sanguinea como lo son ligadura, agujas vacutainer,
y tubos vacutainer.

Personales: Asesores: Dra. Lourdes Alonzo (Dermatéloga CDP), Dr. Luis Enrique
Soto (Infectdlogo INCMNSZ).

ESTRATEGIA DE ANALISIS

1. Se utiliz6 estadistica descriptiva de acuerdo al nivel de medicion de las
variables, se calcularon los intervalos de confianza para la proporcion estimada, se
elaboraron tablas y graficas para la descripcién de los resultados. El andlisis fue

realizado con un software SPSS® .



10. RESULTADOS

Se estudiaron 48 pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion
para determinar mediante la reaccién en cadena de la polimerasa los genotipos
del VPH en condilomas acuminados, provenientes de la consulta del Centro
Dermatolégico “Dr. Ladislao de la Pascua”, en el periodo comprendido de
septiembre 2005 a Junio del 2006.

Caracteristicas clinicas epidemiologicas

Desde un punto de vista epidemioldgico dividimos los pacientes de acuerdo
a la topografia de las lesiones con el fin de establecer posibles asociaciones con

sus caracteristicas clinicas y préacticas sexuales

Se observé un predominio de las lesiones localizadas en region genital con 29
casos (60.4%), sobre la localizacion anal 18 (37.5%). Sélo un paciente presento

lesiones tanto en regidn genital como anal. (Tabla 3)



TABLA 3. TOPOGRAFIA DE LAS LESIONES.

Topografia Casos %
Genital 29 60.4
Anal 18 37.5
Ambos 1 2.1
Total 48 100.0
R=Genital/Anal 1.6

Topografia

n=48 '(—\

R T
Genital / H JJ\ 2 l\i J Anal
29 (60%) /\,J( | i 18 (38%)

1 (2%)

Fuente: Consulta externa del CDP

Gréfica 1




Edad

La edad promedio de los pacientes con lesiones en area genital fue de 34
afos, el porcentaje mas alto de lesiones fue en el grupo de 20 a 30 afios, mientras
gue los pacientes con lesiones en region anal fue de 32 afios y los grupos por edad

mas afectados fueron de 20 a 30 afios al igual que de 40 a 50 afos. (Tabla 4)

TABLA 4. PACIENTES POR GRUPO DE EDAD

Gpo x edad Genital Anal Ambos Total %
10a 20 5 1 0 6 12.5%
20a 30 10 7 0 17 35.4%
40 a 50 4 7 1 12 25.0%
50 a 60 6 2 0 8 16.7%
60a 70 1 0 6.3%
mas de 60 2 0 0 2 4.2%
Total 29 18 1 48 100.0%
Rango 18-70 20 - 56
promedio 34 32
Edad
I n=48

17

No. de pacientes

10a 20 20a30 40 a 50 50 a 60 60a70 masde60 anos

Fuente: Consulta externa del CDP

Grafica 2



Estado civil

La mayoria de pacientes estudiados sin importar la topografia fueron

solteros. (Tabla 5).

TABLA 5. Estado civil

Estado civil Genital Anal Ambos Total %
Soltero 14 12 1 27 56.3%
Casado 13 0 15 31.3%
union libre 2 4 0 6 12.5%
Total 29 18 1 48 100.0%
Estado civil
n=48
Casados

15 (31%)

Solteros

27 (56%) o
Unioén libre

6 (13%)

Fuente: Consulta externa del CDP

Gréfica 3



Escolaridad

Respecto a la escolaridad en el caso de los pacientes con lesiones de
topografia genital, con escolaridad de licenciatura ocuparon el 34.%, seguidos por
bachillerato 31% , en el caso de los pacientes con topografia anal , con estudios

de de bachillerato ocuparon el 38.9% seguidos por secundaria 33.3%. (Tabla 6)

TABLA 6. ESCOLARIDAD DE LOS PACIENTES

Escolaridad genital Anal Ambos Total %
Analfabeta 1 0 0 1 2.1%
Primaria 4 3 0 7 14.6%
Secundaria 5 6 1 12 25.0%
Bachillerato 9 7 0 16 33.3%
Licenciatura 10 2 0 12 25.0%
Total 29 18 1 48 100.0%
Escolaridad
4 n=48
16
12 12
3
ElZ
Q
(&)
g 7
38
o)
prd
4
1
0 . ) , ) ,
Analfabeta Primaria Secundaria Bachillerato Licenciatura

Gréafica 4

Fuente: Consulta externa del CDP




Ocupacion

En cuanto a la ocupacién, los comerciantes ocuparon el primer lugar,

seguido por los choéferes al igual que los desempleados. (Tabla 7).

TABLA 7 . OCUPACION DE LOS PACIENTES

Ocupacioén genital Anal Ambos Total %
Comerciante 6 5 0 11 22.9%
Chofer 7 2 0 9 18.8%
Desempleado 6 3 0 9 18.8%
Otros 1 2 1 4 8.3%
Profesionista 2 2 0 4 8.3%
Técnico 4 0 0 4 8.3%
Estudiante 2 1 0 3 6.3%
Estilista 0 2 0 2 4.2%
Jubilado 1 1 0 2 4.2%
Total 29 18 1 48 100.0%
Ocupacion
n=48

12
" 10
9
T 8
[&]
<
o
o 6
©
o
Z 4

2

0 Comerciante Desempleado Profesionista Estudiante Jubilado

Chofer Otros Técnico Estilista

Grafica 5

Fuente: Consulta externa del CDP



ITS — VIH - Circuncision

Solo 3 pacientes refirieron antecedentes de infecciones de transmision sexual, las
cuales fueron 2 casos de Gonorrea y uno de Moluscos contagioso; dichos
pacientes pertenecian al grupo de topografia genital.

En cuanto a coinfeccion por VIH solo se confirmé en 2 pacientes, los cuales

tuvieron lesiones en area anal. (Tabla 8).

TABLA 8. ANTECEDENTE DE ITS-VIH Y CIRCUNCISION

ITS genital Anal Ambos Total %
Negados 26 18 1 45 94%
Referidos 3 0 0 3 6%
VIH positivo genital Anal Ambos Total %
No referidos 29 16 1 46 95.8%
Referidos 0 2 0 2 4.2%
circuncision genital Anal Ambos Total %
no 27 15 1 43 90%
Si 2 3 0 5 10%
Total 29 18 1 48 100%




Edad de inicio de vida sexual

La mayoria de pacientes estudiados, iniciaron su vida sexual activa antes
de los 20 afios. (Tabla 9).

TABLA 9. EDAD DE INICIO DE LA VIDA SEXUAL ACTIVA

Edad de inicio de
vida sexual genital Anal Ambos Total %
10 a 15 afios 6 6 0 12 25%
16 a 20 afios 21 12 0 33 69%
21 a 25 afios 1 0 1 2 4%
mas de 25 afios 1 0 0 1 2%
Total 29 18 1 48 100%
Edad de inicio de vida sexual
n=48
33
35

(7]

[¢D)

c

Q

(&]

@

o

(D)

©

o

pd

2 1
10a 15 16 a 20 21 a 25 mas de 25
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Parejas sexuales

De los pacientes estudiados, los que tuvieron de 2 a 5 parejas sexuales,
presentaron el porcentaje mayor (35%), seguido por los pacientes con 6 a 10

parejas sexuales (29%). (Tabla 10).

TABLA 10. Numero de parejas en el transcurso de la vida

Parejas
sexuales genital Anal Ambas Total %

1 3 1 0 5 10%
2ab 12 5 0 17 35%
6all 7 6 1 14 29%
11a15 0 1 0 1 2%
16 a 20 3 3 0 6 13%
21a?25 2 0 0 2 4%
mas de 25 * 2 1 0 3 6%
Total 29 17 1 48 100%

* En un caso se refiri6 mas de 100 parejas sexuales

Parejas sexuales
n=48

17

No. de pacientes

1 2a5b 6al0 11a15 16a20 21a25 >25

Fuente: Consulta externa del CDP
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Practica sexual

En cuanto a la practica sexual, la mayoria de pacientes estudiados son

heterosexuales, seguidos por homosexuales. (Tabla 11)

TABLA 11. PRACTICA SEXUAL

Relacién sexual Genital Anal Ambas Total %
Homosexual 2 7 1 10 20.8%
Heterosexual 24 6 0 30 62.5%
Bisexual 3 5 0 8 16.7%
Total 29 18 1 48 100.0%
Practicas sexuales
n=48
Heterosexual
30 (62%)
Bisexual
8 (17%)

Homosexual
10 (21%)

Fuente: Consulta externa del CDP

Grafica 8




Evolucioén

Tanto los pacientes con topografia genital como anal, el tiempo de

evolucién fue menor de 6 meses, seguido de 6 a 12 meses. (Tabla 12).

TABLA 12 . EVOLUCION DE LAS LESIONES EN MESES.

Gpo x evolucion genital Anal Ambas Total %
<6 20 11 1 32 67%
6 al2 4 3 0 7 15%
12a18 1 0 2 4%
18a?24 2 1 0 6%
>30* 2 2 0 8%
Total 29 18 1 48 100%

* Un paciente con evolucion de 96 meses era VIH positivo.

No. de pacientes

Grafica 9

6 al2

Evolucion
n=48

12a18

18a 24

>30

meses

Fuente: Consulta externa del CDP




GENOTIPOS

Al realizar la genotipificacidon, se encontré que el genotipo 6 , represento el
mayor porcentaje (47.9%), seguido del genotipo 11 en el 43.8% de los pacientes.
El genotipo 68 Unicamente se aislé en una muestra y en 3 pacientes no se pudo
genotipificar el virus, por pérdida de tejido durante su procesamiento.

En ningun caso se encontré mas de un genotipo. (Tabla 13)

TABLA 13 . GENOTIPOS DETECTADOS

Genotipo genital Anal ambos Total %
VPH-6 13 9 1 23 47.9%
VPH-11 15 6 0 21 43.8%
*VPH-68 0 1 0 1 2.1%
No tipificado 1 2 0 3 6.3%
Total 29 18 1 48 100.0%

*Genotipo de riesgo oncogénico.

Genotipo
n=48

VPH-11
21 (44%)

VPH- 6
23 ( 48%)

VPH-68
1 (2%)

No tipificado
3 (6%)

Fuente: Consulta externa del CDP

Gréfica 10



ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico, se eliminaron 4 muestras estudiadas, 3 por no

haberse tipificado el virus, y una por ser genotipo 68, de esta manera se

homogeneizé la muestra. (Tabla 14)

TABLA 14. ASOCIACION DE GENOTIPO CON TOPOGRAFIA

X? Topografia
Genotipo genital anal Ambos Total
6 13 9 1 23
11 15 6 0 21
Total 28 15 1 44

Se exploré la asociaciéon entre el genotipo 6 y 11 con la topografia de la

dermatosis mediante X? y razén de momios. Para el genotipo 6 con localizacién

genital se obtuvo una fuerza de asociacion de 0.45 (1C95% 0.12-1.7 ) p = 0.20,

el genotipo 6 y localizacion anal , la asociacion de 1.7 (IC 95%0.45-6.0 ) p=

0.33para el genotipo 11 con localizacién genital la asociacion fue de 1.62

(1C95%0.46-5.7 ) p=0.33, el genotipo 11 con localizacion anal, su asociacion fue

de 0.75 (IC95%0.22-2.6 ) p= 0.44




OTROS HALLAZGOS

Los dos pacientes cuyas lesiones eran acentuadamente queratésicas y de
mayor tamafio tuvieron antecedente de DM2, uno con diagndstico previo, y el otro

gue fue diagnosticado secundariamente al estudio.

El paciente en el que se tipificé el VPH-68 (de alto riesgo), presentaba
coinfeccion por VIH, diagnosticado 13 afios antes y fue uno de los casos cuya
evoluciéon de las lesiones era de mayor tiempo ( 5 afios), estaba con tratamiento
antirretroviral con Lopinavir, Ritonavir, Efavirens, Lamivudina (3TC) y AZT, su

ultimo control de CD4 era de 486 células y con carga viral indetectable. (Foto 9)

Foto 9. Paciente del género masculino, de 35 afios de edad con dermatosis
localizada a region perianal, constituida por neoformaciones vegetantes

hiperpigmentadas , con una evolucién de 5afios.



11. CONCLUSIONES

Los genotipos identificados en las lesiones, fueron 6 y 11 y se observaron

en proporcion similar.

Solamente en un caso se identific6 un genotipo de alto riesgo para
oncogenia (VPH 68).

No se encontré asociacién entre ninguna de las variables clinicas ni

epidemioldgicas, con el genotipo detectado.

12. COMENTARIO

En este trabajo la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa se aplicé a
todas las muestras obtenidas, de los pacientes con diagnostico clinico de
condilomas acuminados, sin embargo hay que recordar que no es un recurso de

rutina, pero ofrece grandes ventajas desde el punto de vista de investigacion.

En el estudio de pacientes VIH positivos, en los que la literatura internacional
refiere la presencia de otros genotipos diferentes, puede ofrecer datos

interesantes.

El dnico genotipo que difirié al 6 y 11, fue el 68 (genotipo de alto riesgo para
oncogenicidad) y fue aislado en un paciente enfermo de SIDA.

Es un dato interesante que los genotipos oncogénicos 16 y 18 no fueron
encontrados en ninguna de las muestras, de donde se puede cuestionar la utilidad
de la vacuna de VPH que actualmente se esta promoviendo como el mejor recurso

para prevenir el cancer cervicouterino.

Todos los pacientes que ingresaron al estudio contaban con serologia para

descartar coinfeccion por VIH, en aquellos en los que resultdé negativa, se



mantienen en seguimiento con prueba de ELISA para VIH a los 6 meses, como
establece la rutina del servicio de E.T.S. , tomando en cuenta los estudios que
sugieren que la presencia de VIH facilita tanto la reinfeccion como la reactivacion
de VPH.

El conocimiento del genotipo viral en los condilomas acuminados, en un mayor
ndmero de pacientes mexicanos, nos ofrecerd un panorama mas real del

problema en nuestro medio.

Algunos estudios refieren que el tamafio de las los condilomas acuminados son
mayores en pacientes VIH positivos, sin embargo en este estudio, llamé la
atencion que las lesiones mas grandes y queratdsicas se encontraron en

pacientes con diagnostico de Diabetes Mellitas tipo 2.

Todos los pacientes que ingresaron al estudio contaban con serologia para
descartar coinfeccion por VIH, en aquellos en los que resultdé negativa, se
mantiene el seguimiento con prueba de ELISA para VIH a los 6 meses, como
estable la rutina del servicio de E.T.S. ya que existen estudios que sugieren que

la presencia de VIH facilita tanto la reinfeccion como la reactivacion de VPH.



12. ANEXOS

Forma de recoleccion de datos
Consentimiento informado

Bibliografia



FORMA DE RECOLECCION DE DATOS
Ficha de Identificacion

Nombre:

Edad:

Estado Civil:

Ocupacion:
Escolaridad:
Teléfono:

Expediente

Antecedentes Personales Patolégicos

¢,Ha padecido o padece alguna de las siguientes enfermedades?

e Alérgicos: especificar

e Infeccién de transmision sexual No Si Cuales

e Diabetes mellitus No Si

e VIH No Si

e Cancer No Si

e Toma corticoesteroides No Si

e Circuncision No Si

e [V.SA.

¢ Numero de parejas sexuales hasta la fecha.

e Ha tenido relaciones sexuales con hombres? No Si

e Ha tenido relaciones sexuales con mujeres? No Si
Evolucion

e Fecha de inicio:

e Sitio de inicio:

e Tratamientos previos: No Si

En caso afirmativo especifique cuales
Por cuanto tiempo los empled

Presentd mejoria: No Si
Fecha de ultimo tratamiento

TOPOGRAFIA
e Sitio de la lesion : Genital Anal



CONSENTIMIENTO INFORMADO

Los condilomas acuminados son neoformaciones (tumores benignos)
localizados en area genital o anal, éstos se han relacionado con el virus del
papiloma humano tipo 6 y 11, sin embargo existen otros virus de esta familia que
pueden presentarse en estos tumores y ocasionar otras lesiones malignas, estos
virus pueden no ocasionar sintomas y el paciente ser portador toda la vida, sin
saberlo. La principal forma de contagio es la transmision a través de relaciones
sexuales. En México no se han realizado estudios en hombres para saber el tipo
de virus que se encuentran en esta clase de neoformaciones, por lo que ha sido
invitado para participar en este estudio con el fin de analizar el virus encontrado
en las lesiones que usted presenta.
Esto se llevar4 a cabo mediante el estudio de una biopsia por rasurado , que
consiste en tomar un fragmento de tejido de la lesion, previa anestesia local
(mediante la aplicacion de una sustancia anestésica) asi mismo se tomara una
muestra de sangre periférica para descartar la presencia de VIH (virus de la
inmunodeficiencia humana), posteriormente se analizard el material en un
laboratorio especial. Toda la informacion serd manejada de forma confidencial.
Usted debera acudir a 3 consultas, en la primera se realizara exploracién fisica,
interrogatorio, en la segunda se tomara muestra de sangre periférica y biopsia por
rasurado. En la tercera al finalizar el estudio se le proporcionara el resultado con la
orientacion conveniente. El tratamiento y el seguimiento de la enfermedad que
presenta se llevar4 a cabo en la clinica de ETS (Enfermedades de transmision
sexual) de este centro, ubicado en el segundo piso. En caso de no aceptar o
abandonar el protocolo, seguird siendo paciente de este centro y no repercutird en
su atencion.
Riesgos y efectos secundarios posterior a realizar estudio:
Puede presentarse hematoma (cambio de coloracion en el sitio de puncion o toma
de biopsia). En caso de que se presente se dara seguimiento.

En la ciudad de México DF. El dia de del afio 200

Una vez que he sido informado cabalmente de la naturaleza , propoésito,
expectativas del estudio, autorizo al personal del Centro Dermatolégico Pascua,
para que lleve a cabo el protocolo de referencia asumiendo voluntariamente todas
las consecuencias que del mismo derive.

NOMBRE Y FIRMA
PACIENTE PADRE O (TUTOR)

TESTIGO TESTIGO

MEDICO
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