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Daniel answered and said, Blessed be the name of God for ever and ever: for wis-
dom and might are his: And he changeth the times and the seasons:

He removeth kings, and setteth up kings: he giveth wisdom unto the wise, and
knowledge to them that know understanding:

He revealeth the deep and secret things: he knoweth what is in the darkness, and
the light dwelleth with him.

| thank thee, and praise thee, O thou God of my fathers, who hast given me wis-
dom and might, and hast made known unto me now what we desired of thee: for
thou hast now made known unto us the king's matter.

(King James Version, 1900, Daniel. 2: 20-23)
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Resumen

El cancer es un problema de salud mundial, siendo la segunda causa de muertes
en todo el mundo. Dentro de las principales neoplasias malignas se encuentra el
cancer cervicouterino, el cual es considerado una de las principales causas de
muerte en la mujer a nivel mundial, especialmente en paises subdesarrollados. Los
factores de riesgo asociados a esta neoplasia guardan una estrecha relacién con
conductas como el inicio temprano de la actividad sexual, el poco o nulo uso de
preservativos, la promiscuidad sexual, la falta de educacion sexual v,
especialmente, las infecciones de transmision sexual como la causada por el virus
del papiloma humano (VPH) y del Virus del Herpes (VHS). Anteriormente, se han
relacionado los genotipos VPH-16 y 18 como los principales agentes etiolégicos de
lesiones precancerosas. Estudios recientes sobre la prevalencia del VPH en la
poblacién mexicana han identificado que la distribucion de los diferentes genotipos
de VPH es diferente en distintas regiones del pais. En cuanto a los subtipos de VPH
mAas prevalentes en mujeres mexicanas, se identificaron a los subtipos de VPH
16,18, 31, 45, 51, 58 y 59. En el presente estudio tiene como objetivo evaluar la
prevalencia de los diferentes genotipos de VPH cervical, y su asociacion con
anticuerpos especificos de VPH en un grupo de 129 estudiantes universitarias que
acudieron a la CUISI, y presentaron una edad promedio de 21.75 afos. La
tipificacion de los diferentes genotipos del VPH se realizd amplificando y
secuenciando un fragmento del gen L1 del VPH de las muestras obtenidas del grupo
de estudio. Para la identificacion de los tipos de VPH de las muestras positivas, se
realiz6 un alineamiento de las secuencias obtenidas contra las bases de datos de
las secuencias reportas de los virus mediante la herramienta de BLAST. Los
anticuerpos IgG especificos anti-VPH se cuantificaron mediante una prueba de
ELISA en muestras de suero. Encontramos que la prevalencia de infeccion vaginal
por VPH fue del 74,42%. Los genotipos de VPH de alto riesgo predominantes fueron
18 (13,95%), 31 (10,85%) y 16 (9,3%). Se encontrd que una edad temprana en el

coito y un mayor nimero de parejas sexuales son factores de riesgo, los cuales se



asociaron significativamente con una alta prevalencia de infeccion por VPH.
Ademas del comportamiento sexual, se observé que la presencia de anticuerpos
séricos IgG especificos en contra del VPH, esto puede afectar la prevalencia del
virus y esto se encuentra relacionado con la seropositividad adquirida mediante la
vacunacion contra VPH, lo cual mostré que la prevalencia de VPH 16 y VPH 18 se
ve disminuida a partir de la primera y segunda dosis de vacuna contra VPH. La
seropositividad a VPH-16 y VPH-18 se asocié con una menor prevalencia de VPH-
16, pero no para otros tipos de VPH. Cabe destacar que hubo una menor proporcion
de seropositividad especifica para VPH en estudiantes que tenian la presencia del
mismo tipo de VPH en una muestra de cuello uterino, lo que sugiere un mecanismo
inmunomoduladores asociado con la infeccion viral. En conclusion, la prevalencia
de VPH en estudiantes universitarias fue superior a la esperada y se asocio con los
diferentes factores de riesgo, como lo son una edad temprana de inicio sexual, un
namero creciente de parejas sexuales y una baja proporcién de seropositividad al
VPH.

Introduccion

Generalidades de los VPH

Los virus de papiloma (PV’s) pertenecen a la familia Papillomaviridae, son
considerados pequefios virus no envueltos, los cuales presentan afinidad por los
tejidos epiteliales de su hospedero’?, afecta a varios grupos de animales, desde
aves hasta mamiferos y probablemente una gran parte del grupo de los amniotas?,
ademas, son altamente especificos para su hospedero, y se encuentran restringidos
por los tejidos del mismo, es decir, presentan un tropismo por cierto tipo de células

hospederas. El genoma de los virus de papiloma comprende entre 6800 y 8400



pares de bases (pb)*° estd compuesto por ADN circular de doble cadena de
aproximadamente, que se divide en tres regiones principales: una region reguladora
no codificante de aproximadamente 1 kb, la cual se denomina region larga de control
(LCR, long control region); una region que incluye genes de expresion temprana,
que da origen a proteinas no estructurales y una region que contiene los genes de
expresion tardia, que dan origen a dos proteinas estructurales. En total, se
encuentran 9 o 10 marcos de lectura abierta (ORF por sus siglas en inglés): L1y
L2, que codifican proteinas de la capside; E1, E2, E4, E5, E6 y E7 que a su vez
codifican a las proteinas implicadas en la replicacion, transcripcion y transformacién
del virus de papiloma®. En todos los virus de papiloma estas tres regiones se

localizan en una sola de las hebras del ADN genémico (Figura 1)%7.
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Figura 1: Organizacion del genoma de los virus del papiloma humano.

Tomado y Modificado de Prendiville, W., & Davies, P. (2006) 3. Organizacién del genoma de los
virus del papiloma humano.



Muchos de los virus de papiloma se encuentran asociados a infecciones en
humanos, a este tipo de virus se les denomina virus de papiloma humano (VPH)
(HPV, por sus siglas en inglés), son considerados virus de ADN de doble cadena,
altamente conservados, que no poseen envoltura y presentan un didmetro de 52-55
nm&910, Estos virus son capaces de producir lesiones en la piel (verrugas) y en
mucosa (condilomas), pero también se les asocia con algunos procesos malignos
en epitelio, especialmente con cancer cervicouterino (CaCu) y otros tumores de

tracto anogenital, asi como de cabeza y cuello®!.

Estos VPH poseen seis proteinas de expresion temprana, tres proteinas
reguladoras (E1, E2 y E4) y tres oncoproteinas (E5, E6 y E7), codificadas en 4000
pares de bases (pb) que participan en la replicacion viral y la transformacion de la
célula infectada. Otra region de 3000 pb del genoma viral, codifica dos proteinas
estructurales L1 y L2 que componen la capside del virus, la cual a su vez esta
constituida por 72 capsémeros, pentameros de la proteina mas abundante (L1) en
un arreglo con nimero de triangulacion (T) de 7%1° (modelomique se emplea para
clasificar de manera sistematica los virus icosaédricos.). Otra proteina de la capside
denominada (L2) se asocia internamente a un subgrupo de capsémeros formados
por L11124, Dentro de la capside se ubica el genoma viral, que esta constituido por
ADN de doble cadena covalentemente circularizado (Tabla )13, Los distintos
genotipos de virus de papiloma humano (VPH) se establecen cuando la secuencia
de ADN del marco de lectura abierto (ORF) de L1 del genoma viral difiere en al
menos un 10% de cualquier otro tipo caracterizado!*. Cuando estas variantes

difieren en al menos 10%, los aislados se denominan variantes o sub-tipos!®16,

Se han identificado mas de 170 tipos de VPH y aproximadamente 40 de esos tipos
afectan el epitelio del tracto genital, la mucosa del tracto respiratorio superior y la
piel, que pueden conducir al desarrollo de epidermodisplasia verruciforme!4’. Las
infecciones por VPH juegan un papel crucial en las enfermedades dermatoldgicas y
de transmision sexual mas comunes, asi como en los tipos de cancer mas
frecuentes alrededor del mundo'®'®. Estos VPH son causantes de las

enfermedades de transmision sexual mas comunes, lo que da como resultado que
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mas de catorce millones personas al afio y el 80% de las personas con una vida

sexualmente activa presenten una infeccién por VPH?°.

Proteina Peso
viral/elemento Molecular/tamafo -
A Funcion
gendmico
Elementos no Codificantes
Region de control 500-1000 pb Origen de la replicacién y regulacién de la expresion
larga (LCR) génica del VPH
Proteinas Tempranas
El 68-85 kD Funcidn helicasa; esencial para la replicacion viral y el

control de la transcripcion de genes; similar entre tipos

Factor de transcripcion viral; esencial para la
replicacion viral y el control de la transcripcion de

E2 48 kD ) . i
genes; segregacion y encapsulacion del genoma
E3 Desconocido Funcion desconocida; solo presente en unos pocos
VPH
E1*E4 10-44 kD Union a la proteina del citoesqueleto
E5 14 kD Interaccion con receptores EGF/PDGF
E6 16-18 kD Interaccion con varias proteinas celulares; degradacion
de p53 y activacion de la telomerasa
E7 ~10 kD Interaccion con varias proteinas celulares; interaccion
con pRB y transactivacion de promotores
dependientes de E2F
E8*—-E2C 20 kD Proteina represora de la transcripcion y replicacion a

larga distancia

Proteinas Tardias

L1 57 kD Proteina principal de la capside

L2 43-53 kD Proteina secundaria de la capside

Tabla I: Tamafio y Funcidn de las proteinas de los Virus de Papiloma Humano.

Tomado y Modificado de Prendiville, W., & Davies, P. (2006) 3. Tamafio y Funcién de las proteinas
de los Virus de Papiloma Humano.
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El VPH es el principal agente de transmision sexual entre adultos jovenes alrededor
del mundo, esto se asocia a que la infeccion por VPH es transitoria o asintomatica y
no necesita de una intervencién médica ya que se resuelve de forma espontanea??.
Debido a esto, se estima que el riesgo de infectarse por (VPH) es de al menos una
vez en la vida y se calcula que el riesgo de infeccion entre hombres y mujeres es de

un 50%2%2.

De acuerdo con un metaanalisis que evalué la prevalencia global de la infeccion
cervical por VPH entre mujeres sin lesiones cervicales, revel6 que al menos el 12%
de las mujeres en todo el mundo dieron positivo para VPH?3. De acuerdo con
estudios realizados sobre la epidemiologia de la infeccion por VPH y las
propiedades oncogénicas debidas a diferentes genotipos de VPH se menciona que
el 10,4% de los pacientes con citologia normal dieron positivo con tipos de VPH de
alto o bajo riesgo?*. Las mujeres de los paises menos desarrollados y las menores
de 25 afios tienen una prevalencia mas alta, que oscila entre el 15 y el 45%23. La
prevalencia mas alta de VPH se present6 en Africa subsahariana (24%), Europa del
Este (21,4%) y América Latina (16,1%) y la prevalecia mas baja en América del
Norte (4,7%) y Asia Occidental (1,7%)2.

Clasificacion de los diferentes genotipos de VPH y su Importancia

Médica

La familia de VPH cuenta con méas de 150 tipos viricos, en funcion de su patogenia
oncogénica, se clasifican en tipos de alto y bajo riesgo oncolégico. Los virus que
son clasificados como de bajo riesgo, son causantes de verrugas, y los clasificados
de alto riesgo cuando son precursores de cancer?l. Las infecciones de VPH con
tipos considerados de alto riesgo se asocian con lesiones precancerosas Yy

cancerosas®®?’. Sin embargo, ademas de la infecciéon causada por el VPH, son
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necesarios factores adicionales para desarrollar carcinogénesis relacionada con la

infeccion de VPH28:29,

Los VPH considerados de alto riesgo se clasifican como Clase 1 (cancerigenos), en
esta clasificacion se encuentran los tipos de VPH: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58 y 59. Los VPH considerados probablemente cancerigenos para los seres
humanos se clasifican como Clase 2 y se encuentra el tipo de VPH 68. Los VPH de
Clase 2B se les considera (posiblemente cancerigenos), en esta clase se
encuentran los tipos de VPH: 26, 53, 66, 67, 70, 73, 82, 30, 34, 69, 85 y 97263031,
Los tipos de VPH clasificados de bajo riesgo son 6, 11, 32, 40, 42, 44, 54, 55, 61,
62, 64, 71, 72, 74, 81, 83, 84, 87, 89 y 91%*. Los tipos de VPH de Clase 1
(cancerigenos) 16, 18, 31, 33 y 35 se les ha asociado como precursores de cancer
de cuello uterino, vulva, vagina, pene, ano, orofaringe y con lesiones
precancerosas?®:33, El cancer cérvico-uterino es considerado como una enfermedad
de trasmision sexual, debido a la estrecha relacion entre la incidencia de este tipo
de cancer y el comportamiento sexual de los diferentes grupos humanos. En los
dltimos afos se ha observado un incremento considerable en el conocimiento de
los factores de riesgo ligados a la aparicién del mismo y donde se sitia al VPH como
el principal agente etiolégico de dicha enfermedad3*. Por lo tanto, el VPH es
considerado por varios estudios como el principal agente causal del cancer cérvico-
uterino®. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el cancer de cuello
uterino es el segundo cancer mas comdn en mujeres que viven en regiones menos
desarrolladas con un estimado de 570,000 casos y 311,000 muertes en 2018, y mas
del 85% de estas muertes ocurrieron en regiones menos desarrolladas®®.
Actualmente, los distintos estudios sobre el desarrollo de cancer sefialan que el
cancer de cuello uterino (CaCu) es causado por una infeccién de transmision sexual
ocasionada por el virus del papiloma humano (VPH), y el 84% de las lesiones
cancerosas relacionadas con el VPH son cancer de cuello uterino®’. Los VPH 16 Y
18 son los tipos de alto riego mas frecuentes y se les considera responsables de

mas del 70% de todos los casos de cancer de cuello uterino en el mundo38-25,
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Para que los VPH evolucionen en lesiones precancerosas son necesarios varios
factores, en donde, las proteinas oncogénicas E6 y E7 juegan un papel importante.
Se observé que la transcripcion de los genes E6 y E7 siempre ocurria en los
carcinomas de cuello uterino, y esta fue la primera indicacion de un papel importante
para estos genes en la carcinogénesis asociada al VPH34°, El potencial
carcinogénico de las proteinas E6 y E7 ha sido demostrado en numerosos
experimentos, tanto en cultivo de tejidos como en modelos animales de

experimentacion42,

Los marcos abiertos de lectura (ORF, por sus siglas en ingles) de E6 codifican una
pequefia proteina de aproximadamente 150 aminoacidos con un peso molecular de
16 a 18 kD. La proteina E6 de los genotipos de VPH de alto riesgo muestra solo un
potencial oncogénico débil en la mayoria de las lineas celulares establecidas y se
requiere la cooperacion con la proteina E7 para una capacidad de transformacion e

inmortalizacién completa®3.

La accién clave de las proteinas de alto riesgo E6 es la inhibicion de la funcion de
p53, la cual es una proteina supresora de tumores, aumentando su degradacion a
través de la via de la ubiquitina®44546:47.48_Para inhibir p53, E6 requiere una proteina
celular llamada proteina asociada a E6. En las células no infectadas, la proteina
mdm-2 desencadena la degradacién de p53 mediada por ubiguitina, mientras que,
en las células infectadas con un genotipo de VPH de alto riesgo, el complejo E6-

E6AP reemplaza a mdm-2 en el control de los niveles celulares de p53 (Figura 2)
44

Este cambio acorta drasticamente la vida media de p53 de 3 horas a 20 minutos,
disminuyendo su funcién bioldgica y reduciendo los niveles de la proteina p53 en
las células de carcinoma de cuello uterino a menos de la mitad del nivel que se
encuentra en las células epiteliales normales#°. La mayoria de las proteinas E6 de
los genotipos de VPH de bajo riesgo no se unen a p53, y ninguno de ellos induce

su degradacion.

Las proteinas de los genotipos de alto riesgo de VPH en compafiia de E6 conducen

a una regulacion negativa de la transcripcion dependiente de p53,
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independientemente de la degradacion de la proteina p53 dependiente de E6AP.
Ademas, la proteina E6 parece activar la enzima celular telomerasa en células
diferenciadas. La telomerasa contrarresta el continuo acortamiento de los telémeros
cromosomicos durante la replicacion del genoma celular. Este acortamiento se
correlaciona con el envejecimiento celular, y la prevencion del acortamiento

cromosomico da como resultado un aumento de la vida Util de la célula afectada“s.

mdm2 regulation of DN.'!\ damage
p53 via ubiquitination / activates p53
v !
. Inhibits - \
1 Induces Induction of
apoptosis or
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Uninfected cell

Figura 2: Efecto de E6/E7 sobre la proliferacién celular.

Tomado y Modificado de Prendiville, W., & Davies, P. (2006).*® Efecto de E6/E7 sobre la
proliferacion celular.
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Para la proteina E7 los ORFs codifican para una pequefia proteina de
aproximadamente 100 aminoacidos con un peso molecular de 10 kD*3. E7 es el
principal oncogén transformador de los VPH y actia uniéndose a proteinas celulares
de la familia de supresores de tumores pRB que, al interactuar con la familia de
factores de transcripcién E2F, controlan la replicacion celular®. Unién de E7 a la
forma activa de pRB conduce a la liberacion de factores de transcripcion E2F, que
luego estimulan la entrada en la fase S del ciclo celular y conducen a la replicacion

celular (Figura 3) 5.
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Figura 3: Efecto de E6/E7 sobre la proliferacién celular.

Tomado y Modificado de Prendiville, W., & Davies, P. (2006).*® Efecto de E6/E7 sobre la
proliferacion celular.
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Esta interaccion induce a multiples respuestas celulares, incluidos los intentos de
estabilizar la proteina p53, la cual tiene la funcién de contrarrestar la replicacion
celular estimulada propiciando la apoptosis (muerte celular programada) °2. Sin
embargo, como se sefal6é anteriormente, E6 aumenta la degradacion de p53 'y, por
lo tanto, bloquea la respuesta celular. Actualmente no esta claro cémo los
papilomavirus de bajo riesgo (cuyas proteinas E6 no pueden interferir con p53, pero
cuyas proteinas E7 se unen a pRB) superan la apoptosis mediada por p53. Ademas,
se ha demostrado que las proteinas E6 de algunos genotipos de VPH se unen a un
componente del complejo de reparacion del ADN dafiado de una sola hebra 'y, por
lo tanto, inhiben su eficacia y, en consecuencia, ya no es capaz de reaccionar en
respuesta al dafio del ADN con detencién de G1 o apoptosis. También se impide la
reparacion del ADN, lo que claramente promueve el camino de la célula hacia la
malignidad*3.

Los genotipos de VPH de bajo riesgo, como el VPH 6, no pueden degradar p53. Por
lo tanto, la capacidad de las proteinas anogenitales E6 y E7 para degradar p53 o
pRb pareceria estar correlacionada con su potencial oncogénico. Tal correlacién no
ha sido demostrada para los papilomavirus cutaneos; las proteinas E6 de HPV 5y
HPV 8, por ejemplo, no pueden unirse o degradar p53. Dado que los VPH cutaneos
y genitales de bajo riesgo tienen proteinas E7 que se unen a pRB pero no afectan
a p53 mediante la degradacibn mediada por E6, parecen seguir otra via para

superar los mecanismos de defensa celular inducidos por E743.

Prevalencia de la Infeccion por VPH

Dependiendo de la ubicacion geografica, algunos tipos son mas frecuentes que
otros, por ejemplo, los tipos de VPH 33 y 31 tienen una mayor prevalencia en EE.
UU y Europa, en comparacion, los tipos de VPH 35 y 45 que son mas frecuentes en

Africa, los tipos 52 y 58 son los que se encuentran con mas frecuencia en Asia®354,
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En México, el cancer cérvico-uterino (CaCu) ocupa el segundo lugar entre las
neoplasias en la mujer y constituye uno de los principales problemas de salud
publica, con una incidencia del 15.5% y una mortalidad del 12.8%°%%%. Esto quiere
decir que, en 2008, 10,186 mujeres mexicanas desarrollaron cancer de cuello
uterino y 5,061 fallecieron a causa de esta neoplasia®’. GLOBOCAN en 2020 reportd
que la incidencia de cancer de cuello uterino en mujeres es de 604 127 casos
nuevos y 341 831 muertes en 2020°8. En todo el mundo, las tasas de mortalidad del
cancer de cuello uterino son sustancialmente mas bajas que la incidencia con una
relacion de mortalidad a incidencia del 57%, considerando esta cifra tan alta como
las de otros paises en vias de desarrollo?®. Al interior de la republica mexicana se
observa una disparidad en las tasas de mortalidad, donde la poblacion de la regién
norte es la menos afectada, con tasas que van de 5.3 a 7.9%, en tanto que la region
central registra tasas de 10.8-12.6% y la region sur es la que destaca, con tasas
hasta de 15.4-17.5%%°. En México, estudios previos han identificado los tipos de
VPH 16,18, 31, 45, 51, 58 y 59, como los mas comunes en muestras de cuello
uterino®%61, En un metaandlisis realizado en 2015 con 8,706 casos positivos por
VPH se encontr6 que la prevalencia mostré particularidades en las regiones norte,
centro y sur de México. En el norte del pais se identificaron con mayor frecuencia
los serotipos 16, 58, 18 y 33 del VPH, mientras que en la region central se
registraron los tipos 16, 18, 45 y 58. En la region sur se observé una mayor
prevalencia de los tipos 16, 18, 31 y 58 del VPH®2,

La prevalencia de los diferentes genotipos de VPH se encuentra altamente
relacionada con diferentes factores de riesgo, ya que en los ultimos afios se ha
observado un incremento considerable en el conocimiento de estos factores de
riesgo ligados a la aparicién de los VPH. Uno de los factores de riesgo a los que se
encuentran expuestas las jovenes es un inicio precoz de la actividad sexual, este
aspecto es de especial interés ya que puede afectar la salud de las jévenes,
especialmente menores de 25 afios®4. Esto se debe a que el cuello uterino esta
formado por dos tipos de epitelio, el plano estratificado que reviste el exocérvix, el
cual se proyecta en la vagina y el cilindrico simple, formado de hendiduras que son

comunmente conocidas como glandulas endocervicales. La union de ambos
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epitelios es nombrada unién escamo-columnar o zona de transformacion. Esta zona
es sumamente sensible a la infeccion viral, con una alta posibilidad de transformarse
en anomalias neoplasicas cervicales. En las adolescentes, el epitelio cervical que
forma el cuello uterino no se encuentra en su total madurez y la zona de
transformacion se localiza en el exocérvix, por lo que presenta un mayor grado de
exposicion a la accidn viral. En las mujeres adultas jovenes esta union se encuentra
localizada aproximadamente a nivel del orificio externo del cuello, donde se une el
endocérvix con el exocérvix. Mientras mas temprano es el inicio de la vida sexual
en las mujeres, se incrementa el tiempo de contacto del epitelio cervical con el
semen de parejas infectadas con VPH®36485 QOtro factor de riesgo serian las
multiples parejas sexuales, esto se debe a que al tener varias parejas sexuales
aumenta la probabilidad de contraer una infeccion de transmision sexual. Esto
condiciona la adquisicion de infecciones con diferentes genotipos oncogénicos, muy
especialmente con los VPH de alto riesgo 16 y 18, asi como otras ITS (Infeccién de
Transmision Sexual) 8566, El siguiente factor de riesgo es la promiscuidad de los
comparferos sexuales, ya que comportamiento promiscuo de la parte masculina de
la pareja es un elemento importante a tener en cuenta, ya que mientras mayor sea
el niumero de parejas sexuales que haya tenido durante su vida, aumenta
probabilidad de que su semen sea portador de disimiles agentes patégenos, aunque
el mismo esté asintomatico®%, La multiparidad también es considerado un factor
de riesgo, ya que varios estudios indican que mujeres con cinco 0 mas embarazos
a término, aumenta ligeramente la probabilidad de desarrollar un cancer de cuello
uterino. Una explicacion a este hecho pueden ser los cambios hormonales e
inmunitarios que se producen durante el embarazo, aunque el verdadero

mecanismo no se conoce en detalle®5.66,

Debido a todos estos factores de riesgo, es que el VPH es el principal agente de
transmision sexual entre los jovenes alrededor del mundo?%35. Por lo tanto, es
importante contar con medidas de prevencion, mas alla de los programas de

educacién sexual, los métodos de anticonceptivos etc.
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Vacunacion ANTI-VPH

La vacunacion profilactica contra VPH fue introducida en 2006 con el desarrollo de
dos vacunas: la vacuna bivalente (Cervarix) que contiene los antigenos del VPH 16
y 18, y la vacuna tetravalente (Gardasil) que contiene los antigenos del VPH 6, 11,
16 y 18. Recientemente, se aprob6é una vacuna nonavalente (Gardasil 9), que
protege contra la infeccion de los tipos 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58 del VPH.
Estas vacunas estan elaboradas con proteinas virales L1 que son ensambladas en
formas morfolégicamente similares a las particulas del virus, pero no contienen su
genoma, las denominadas particulas similares a virus o virus-like particles (VLP).
Diferentes estudios han demostrado la eficacia de la vacunacion contra el VPH para
prevenir la infeccion con los tipos de VPH al que se dirigen cuando se administra
antes de la exposicion inicial al virus. Los VPH 16 y 18 de alto riesgo son
practicamente prevenibles mediante la vacunacion®’-¢, Las mujeres y los hombres
deben de vacunarse antes del inicio de la actividad sexual y posterior a la exposicion
de VPH. La OMS respalda un programa de dos dosis para nifilos y nifias en una
edad de 9 a 14 afos, también se recomienda una serie de 3 dosis para mujeres de
entre 15 a 26 afios y hombres de 15 a 21 afios que no recibieron la vacuna antes
de los 15 afios, con una amplia recomendacién para el subconjunto de alto riesgo

en hombres de no mayores a los 26 afios®%7°.

En México, la vacunacion contra el VPH se introdujo por primera vez en 2008 con
una cobertura baja para las nifias de 12 a 16 afios con un programa de 0-2-6 meses;
un afio después, se cambid a un programa de dosificacién extendido que se dirige
a nifas de 9 a 12 afos para las 2 primeras dosis, aplicadas con 6 meses de
diferencia, seguidas de una tercera dosis 60 meses después’t. En 2012 la vacuna
se incluyé en el programa nacional de vacunas?. La cobertura se ha ido
incrementando con el tiempo, segun los ultimos datos reportados en 2018 en México
se aplicaron 1 millon de dosis™. Sin embargo, esta cifra es alin muy baja
considerando la poblacién total de 125 millones de personas, de las cuales el 5.7%

son mujeres entre 9-14 afios’3.
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Diferentes estudios han demostrado una gran eficacia por parte de la vacuna contra
el VPH, previniendo las complicaciones de las infecciones con los tipos de VPH a
los que se dirigen cuando se administran antes de la exposicion inicial al virus.
Incluso los VPH 16 y 18, catalogados como clase 1 (cancerigenos), son altamente
prevenibles mediante la vacunacién®’:%8, Se ha estimado que la aplicacion
generalizada de la vacuna contra el VPH tiene el potencial de reducir la incidencia
de cancer de cuello uterino en todo el mundo en un 90%°%"74, Esto de acuerdo a
estudios realizados en pacientes jévenes que se encontraban en un rango de edad
de entre 10-25 afos, en los cuales se analizaron la efectividad de las vacunas, en
pacientes a las cuales se les aplicaron una, dos, y tres dosis de la vacuna contra
VPH, esto con el objetivo de observar la efectividad asociada a la aplicacion de las
diferentes dosis de la vacuna contra VPH. Uno de estos estudios, en 2015 realiz6
una comparacion de los datos resumidos del ensayo de vacunas de Costa Rica
(CVT; NCT00128661) y el ensayo PATRICIA (NCT001226810), los cuales son dos
ensayos clinicos controlados aleatorios, de doble ciego, de fase 3 de la vacuna con
adyuvante HPV-16/18 AS04 en mujeres jovenes, estos ensayos fueron combinados
en un analisis post-cohorte (GlaxoSmithKline [GSK] e-track number 202142) para
investigar la eficacia de una, dos y tres dosis de la vacuna HPV-16/18, después de
4 afos de seguimiento, se comprobd que la vacunacion de mujeres de 15 a 25 afios,
con una y dos dosis de la vacuna VPH-16/18 confiere una proteccién contra las
infecciones cervicales por VPH-16/18, de manera similar a la proteccién
proporcionada por el programa de tres dosis’®. Ademas, dos dosis separadas por 6
meses proporcionaron una mayor proteccion, en comparaciéon a dos dosis
separadas por 1 mes, esta observacion esta respaldado por los resultados de CVT
de que las concentraciones de anticuerpos para dos dosis, cuando se administran
con al menos 6 meses de diferencia, son muy similares a las de tres dosis’®7778, Un
estudio con una vacuna VPH-16/18 en investigacién mostré que el programa de 2
meses en nifas de 9 a 14 afos no logré la no inferioridad inmunologica en
comparacion con el programa autorizado de tres dosis en mujeres de 15 a 25 afios,

lo que indica que el intervalo entre las dosis inicial y de refuerzo es un factor
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importante para la induccidbn de la respuesta inmunitaria necesaria para

proporcionar proteccion cruzada con una formulacién de dos dosis’®.

Otro estudio realizado en 2021 evalué participantes vacunadas que se reclutaron
entre el 2009 y 2010 (fecha de suspension de la vacunacion), las cuales eran
jovenes solteras de entre 10 y 18 afios de nueve centros de la India y se les dio
seguimiento durante una mediana de 9,0 afios. En este estudio, 4,348 participantes
recibieron tres dosis, 4,980 recibieron dos dosis (0 y 6 meses) y 4,949 recibieron
una dosis Unica. La eficacia de la vacuna contra la infeccion por VPH 16 y 18 entre
las participantes evaluables para el criterio de valoracion fue del 95,4% en la cohorte
predeterminada de dosis Unica (2,135 jovenes evaluadas), 93,1% en la cohorte de
dos dosis (1,452 jévenes evaluadas), y 93,3% en las cohorte de tres dosis (1460
jovenes evaluadas), el estudio demostré que una sola dosis de la vacuna contra el
VPH brinda una proteccién similar contra la infeccién persistente por los VPH 16 y
18, a la que brindan dos o tres dosis’®. Sin embargo, el beneficio de la aplicacion
generalizada en la salud publica de la vacuna contra el VPH tiene la capacidad de
reducir la incidencia de otros tipos de cancer no cervicales causados por el VPH
como lo son el cancer de pene, ano, vaginal, vulvar y orofaringeo®’. A pesar de
los beneficios comprobados de la vacuna contra el VPH, existen muchos obstaculos
en paises de alto y bajo ingreso que impiden implementar un calendario de
vacunacion adecuado. Estos obstaculos son multifactoriales e incluyen limitaciones
en costos, infraestructura e incluso un estigma social®®. Debido a estos obstaculos
en los paises menos desarrollados, la prevalencia de infecciones causadas por VPH
sigue siendo alto. México se encuentra dentro de las regiones con una alta tasa de
infeccién causada por VPH?6:25,

Varios estudios en diferentes regiones han demostrado una mayor prevalencia de
VPH en mujeres menores a 25 afios y en mujeres universitarias, esto se ha asociado
a un comportamiento sexual de alto riesgo, baja tasa de vacunacion, poco o nulo

conocimiento del VPH y diversos factores culturales8®-2,

Debido a la falta de datos que respalden el estado real de la prevalencia de la

infeccion por VPH en México, asi como los niveles de anticuerpos especificos en
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personas con alto riesgo de infeccidén por VPH, el estudio actual se desarroll6 para
identificar la prevalencia, los genotipos y la seropositividad del VPH, con el fin de

establecer estrategias preventivas y especificas para una poblacién de alto riesgo.

Antecedentes

La ubicacion geogréfica juega un papel muy importante en la prevalencia de los
VPH, especialmente los de alto riesgo, algunos de estos genotipos son mas
frecuentes que otros. Esta distribuciéon de los genotipos de VPH se encuentra
respaldada por un estudio realizado por (de San Jose et al., 2010), en el cual
analizaron muestras incluidas en parafina de casos confirmados histologicamente
de cancer de cuello uterino invasivo de 38 paises de Europa, América del Norte,
Ameérica del Sur central, Africa, Asia y Oceania. En ese estudio se incluyeron 10,
575 casos de cancer de cuello uterino invasivo, de los cuales 8,977 (85 %) de estas
muestras fueron positivas para el ADN del VPH. Los tipos de VPH mas comunes
fueron 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58 con una contribucion relativa mundial
combinada de 8,196 de 8,977. Los tipos de VPH 16 y 18 se detectaron en 6357 de
8977 muestras (71%) de cancer de cuello uterino invasivo. Los tipos de VPH 16, 18
y 45 se detectaron en 443 de 470 muestras (94%) de adenocarcinomas de cuello
uterino. Este estudio revel6 que los VPH de alto riesgo 16, 18, 31, 35, 45, 52 y 58
son los mas frecuentes alrededor del mundo, pero los genotipos de VPH 16, 18 y
45 son los que se encuentran con mayor frecuencia en muestras de cancer de cuello
uterino invasivo y en adenocarcinomas de cuello uterino, estos genotipos de VPH
son de alta importancia médica, ya que todos los genotipos encontrados con mayor
frecuencia en este estudio estan clasificados como VPH de alto riesgo Para México,
existen reportes en los cuales indican cuales son los genotipos de VPH mas
frecuentes en ciertas regiones de la republica mexicana un ejemplo es el estudio de

(Aguilar Lemarroy A et al., 2015) los cuales realizaron un estudio en donde
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participaron 902 mujeres con un promedio de edad de 18 a 27 afos, las cuales
fueron reclutadas en seis clinicas ginecoldgicas ubicadas en las siguientes ciudades
de la republica mexicana: Monterrey (en la regidén nororiental), Guadalajara y Tepic
(ambas en la region occidental), y Ciudad de México, Metepec y Tlaxcala (en la
region central). Para ser parte del estudio se realizé una entrevista, en la que cada
una de las participantes respondid6 a un cuestionario sobre antecedentes
reproductivos y comportamiento sexual. Para el grupo control se obtuvieron
muestras de mujeres que asistian a programas de deteccion temprana de céncer,
las lesiones precancerosas se recolectaron de mujeres que asistian a clinicas de
displasia y las muestras de cancer de cuello uterino se recolectaron en clinicas de
displasia y servicios de oncologia. Las mujeres sin lesiones cervicales fueron
diagnosticadas mediante citologia convencional (Papanicolaou o tinciobn de
Papanicolaou) y observaciones colposcoépicas; en los casos de lesiones
precancerosas o0 cancer de cuello uterino, el diagndstico se confirmé por
histopatologia. Las muestras fueron clasificadas de la siguiente manera: control (sin
alteraciones neoplasicas); lesiones preneoplasicas, incluyendo neoplasia
intraepitelial cervical grado 1 y grado 3; y cancer de cuello uterino. De las 902
muestras de cuello uterino obtenidas, solo 822 se incluyeron en este estudio
(aquellas muestras con suficiente cantidad y calidad de ADN). ElI VPH 16 fue el
genotipo mas prevalente en todos los grupos de diagnostico. Los tipos de VPH
encontrados con mayor frecuencia en los canceres de cuello uterino fueron el 16,
18, 45,52, 58y 39; los tipos de VPH 16, 62, 51, 84, 18, 53 y CP6108 fueron los mas
prevalentes en las mujeres de grupo control. Otro estudio por (Gallegos Bolafios J
et al., 2017) evalud la prevalencia de los genotipos de VPH en México, mas
especifico en la CDMX en el cual se realizaron un estudio en el cual se analizaron
a 1329 pacientes, de los cuales 1163 eran mujeres en un rango de edad de 16 a 72
afios y 166 eran hombres que se encontraban en un rango de edad de 21 a 68 afios.
Las muestras se obtuvieron de pacientes que realizaron pruebas clinicas para el
diagnéstico de infeccion por VPH en la Ciudad de México; entre 2010 y 2012. La
deteccion de infeccion por VPH se realizO mediante la captura hibrida y el
genotipado fue por PCR (VPH 6, 11, 16, 18, 30, 31, 33, 35, 45, 51 y 52). Los
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resultados mostraron que de las 1329 muestras 858 (64,56%) fueron negativos para
VPH y 471 (35,44%) pacientes fueron VPH positivos en la prueba de captura
hibrida. De 1163 mujeres evaluadas, el 36% eran VPH positivas; mientras que, de
los 166 hombres evaluados, el 24% fueron VPH positivos. Se determiné el
porcentaje de pacientes con mono y coinfeccion en cada sexo. Las mujeres tuvieron
una mayor prevalencia de coinfeccion (75,37% de muestras positivas, mientras que
los hombres habian sido infectados con 1 a 4 genotipos de VPH diferentes. El 36 %
de las mujeres eran VPH positivas y los genotipos méas prevalentes fueron los VPH
51,52,16y 33 (42, 38, 37 y 34 %, respectivamente). La prevalencia de coinfeccion
fue superior (75,37%) a la de mono infeccién en mujeres VPH positivas. Todos los
genotipos estaban coinfectados con el VPH 16, pero la coinfeccién con los
genotipos 51-52 fue la combinaciéon mas frecuente en todos los casos. La
coinfeccién fue muy comun; cada genotipo de VPH mostré diferentes preferencias
por la coinfeccion con otros genotipos, la coinfeccién por VPH 51 y 52 fue la mas
frecuente. Los VPH 16, 33, 51 y 52 fueron los mas prevalentes en el estudio. Gracias
a estos estudios se determiné que los genotipos mas frecuentes en la zona centro
del pais fueron 16, 18, 33, 51, 52, 53, 62 y 84, estos resultados nos permitieron
buscar estudios en los cuales se muestra que la vacunacién contra VPH es efectiva
y ayuda a la disminucién de la prevalencia de los genotipos mas frecuentes de VPH.
En una revision y metaanalisis realizado por (Drolet M et al., 2019) se analizaron
busquedas en MEDLINE y en bases de datos de estudios publicados entre el 1 de
febrero de 2014 y el 11 de octubre de 2018. Los estudios fueron elegidos si
comparaban la frecuencia (prevalencia o incidencia) de al menos un punto
relacionado con el VPH, tales como (infecciones genitales por VPH, diagnésticos de
verrugas anogenitales, o (cervical intraepitelial neoplasia grade 2+) CIN2+
confirmado histolégicamente) entre los periodos previo y posterior a la vacunacion
entre la poblacion general y si utilizaron las mismas fuentes de poblacion y métodos
de reclutamiento antes y después de la vacunacion. El objetivo principal de los
autores fue la de evaluar el riesgo relativo que comparo la frecuencia (prevalencia
o incidencia) de los criterios de valoracion relacionados con el VPH entre los

periodos previo y posterior a la vacunacion. Se clasificaron y separaron todos los
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analisis por sexo, edad y afios desde la introduccion de la vacunacion contra el VPH.
Los resultados de esta revision mostraron que después de 5 a 8 afios de
vacunacion, la prevalencia del VPH 16 y 18 disminuy0 significativamente en un 83%,
entre nifias de 13 a 19 afios, y disminuyo significativamente a 66% entre mujeres
de 20-24 afios. La prevalencia del VPH 31, 33 y 45 disminuy0 significativamente en
un 54% entre nifias de 13 a 19 afos. Los diagnésticos de verrugas anogenitales
disminuyeron significativamente en un 67% entre nifias de 15 a 19 afios, en un 54%
entre mujeres de 20 a 24 afios, y en un 31% entre mujeres de 25 a 29 afios. Entre
los nifios de 15 a 19 afios, los diagndsticos de verrugas anogenitales disminuyeron
significativamente en un 48% y entre los hombres de 20 a 24 afios en un 32%.
Después de 5 a 9 afios de vacunacion, CIN2+ disminuyé significativamente en un
51% entre las nifias examinadas de 15 a 19 afios y disminuyd significativamente en
un 31% entre mujeres de 20—24 afios.

Diferentes estudios respaldan los resultados obtenidos por Drolet M et al., 2019, los
cuales mencionan una gran eficacia y efecto preventivo por parte de la vacuna
contra el VPH, previniendo las complicaciones de las infecciones con los genotipos
de VPH a los que se dirigen cuando se administran antes de la exposicion inicial al
virus. A pesar de los beneficios comprobados de la vacuna contra VPH existen
complicaciones en paises de alto y bajo ingreso que impiden implementar un
calendario de vacunacion adecuado, esto se debe a la complejidad y cantidad de
recursos necesarios para implementar la vacunacion generalizada contra VPH, en
especial en paises de bajos ingresos como México y otros paises de América latina.
Este factor es determinante para la aplicacién de las 3 dosis recomendado por los
fabricantes de las diferentes vacunas contra VPH. Un estudio por Aimée R Kreimer
et al., 2015, realizé una comparacion de los datos resumidos del ensayo de vacunas
de Costa Rica (CVT; NCT00128661) y el ensayo PATRICIA (NCT001226810), los
cuales son dos ensayos clinicos controlados aleatorios, de doble ciego, de fase 3
de la vacuna con adyuvante HPV-16/18 AS04 en mujeres jovenes, estos ensayos
se combinaron en un andlisis post-cohorte (GlaxoSmithKline [GSK] e-track number
202142) que investigo la eficacia de una, dos y tres dosis de la vacuna HPV-16/18.

Se calculo la eficacia de la vacuna frente a la deteccion Unica de infecciones por
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VPH después de tres, dos y una dosis. El criterio principal de valoracién del estudio
fue la deteccidn Unica de las primeras infecciones por VPH-16/18 incidentes
acumuladas durante la fase de seguimiento se evaluo la eficacia de la vacuna contra
la infeccion incidente por VPH-16/18 en la cohorte vacunada total (22 327 recibieron
tres dosis, 1185 dos dosis, 543 una dosis). La eficacia de la vacuna contra las
infecciones incidentes por VPH-16/18 para tres dosis fue del 77,0%, dos dosis fue
del 76,0% y una dosis fue del 85,7%. La eficacia de la vacuna contra las infecciones
incidentes por VPH 31/33/45 para tres dosis fue del 59,7 %, dos dosis fue del 37,7%
y una dosis fue 36,6%. La eficacia de la vacuna contra la infeccion incidente por
VPH-16/18 en mujeres que recibieron dos dosis y que recibieron la segunda dosis
al mes fue del 75,3% y del 82,6 % para quienes recibieron la segunda dosis a los 6
meses (solo datos CVT). Este estudio comprobé que la vacunacién de mujeres de
15 a 25 afios, con una y dos dosis de la vacuna VPH-16/18 confiere una proteccion
contra las infecciones cervicales por VPH-16/18, de manera similar a la proteccion
proporcionada por el programa de tres dosis. Ademas, dos dosis separadas por 6
meses proporcionaron una mayor proteccion, en comparacion a dos dosis
separadas por 1 mes, esta observacion esta respaldado por los resultados de CVT
de que las concentraciones de anticuerpos para dos dosis, cuando se administran
con al menos 6 meses de diferencia, son muy similares a las de tres dosis. Otro
estudio mas reciente realizado por Partha Basuet et al., 2021 evalu6 participantes
vacunadas que se reclutaron entre el 2009 y 2010 (fecha de suspensiéon de la
vacunacioén), las cuales eran jovenes solteras de entre 10 y 18 afios de nueve
centros de la India y se les dio seguimiento durante una mediana de 9,0 afios. En
este estudio, 4,348 participantes recibieron tres dosis, 4,980 recibieron dos dosis en
un periodo de (0 y 6 meses) y 4,949 recibieron una dosis Unica de la vacuna
tetravalente contra el VPH (Gardasil [Merck Sharp & Dohme, Whitehouse Station,
NJ, EE. UU.]. La eficacia de la vacuna contra las infecciones persistentes por VPH
16 y 18 (el criterio principal de valoracion) se analizé para los receptores de una
sola dosis y se comparo con la de los receptores de dos y tres dosis después de
ajustar el desequilibrio en la distribucion de posibles factores de confusion entre las

cohortes no vacunadas y vacunadas. La eficacia de la vacuna contra la infeccién
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por VPH 16 y 18 entre las participantes evaluables para el criterio de valoracién fue
del 95,4% en la cohorte predeterminada de dosis Unica (2,135 jovenes evaluadas),
93,1% en la cohorte de dos dosis (1,452 jovenes evaluadas), y 93,3% en las cohorte
de tres dosis (1460 jovenes evaluadas), el estudio demostré que una sola dosis de
la vacuna contra el VPH brinda una proteccion similar contra la infeccion persistente

por los VPH 16 y 18, a la que brindan dos o tres dosis.

Justificacion

Aunque los programas de deteccion temprana de cancer cérvico-uterino se estén
aplicando masivamente para reducir su incidencia, morbilidad y mortalidad, sigue
constituyendo un problema de salud importante en nuestro pais y a nivel mundial.
La prevencion de comportamientos sexuales de riesgo entre los jovenes
universitarios debe ser una prioridad debido a las consecuencias negativas que
representa en su vida, para lo cual es importante conocer los aspectos involucrados
por los cuales no llevan a cabo las medidas preventivas a pesar de tener disponibles

conocimientos suficientes.

Las estudiantes universitarias son un grupo vulnerable para el desarrollo de
depresion y ansiedad por el hecho de estar estudiando una licenciatura y la presion
académica propia de cada licenciatura; dentro de las consecuencias de la ansiedad
y depresion esta el que no llevan a cabo las medidas de autocuidado suficientes
para prevenir el contagio de infecciones de transmision sexual a pesar de contar
con los conocimientos adecuados ya que son estudiantes de licenciatura y ademas

del area de la salud.

Finalmente, es de importancia determinar qué porcentaje de estudiantes ha sido
vacunada contra infeccion por VPH, ya que estas pacientes estarian protegidas

contra los tipos virales mas frecuentes (6, 11, 16 y 18), pero que no contra los demas

28



serotipos virales. Dadas las caracteristicas de la poblacién en estudio, se esperaba
determinar una menor incidencia de infeccibn que en la poblacion en general,
ademas, de una menor incidencia asociada con un nivel de inmunoglobulinas en

circulacién indicando una proteccion contra la infeccion.

Planteamiento del Problema

¢, Cual serd la prevalencia de los diferentes genotipos de VPH en estudiantes
universitarias y cuantas de esas universitarias se encuentran vacunadas contra
VPH?

Hipotesis

La incidencia de infecciébn por virus del papiloma humano en estudiantes
universitarios del area de la salud y biolégica de la FES lIztacala sera menor, que en
la poblacion en general dado el mayor grado de conocimiento sobre métodos de
proteccion y practicas de alto riesgo, ademas, coincidiendo con mayores niveles de
anticuerpos en circulacion ya que al tener mayor conocimiento de la vacunacion,

presentaran un mayor estado de proteccién contra la infecciéon por VPH.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar la incidencia de infeccion por virus del papiloma humano entre
estudiantes del area de la salud y biologicas de la FES lztacala y su asociacion con
niveles de anticuerpos anti-VPH generados por vacunacién contra VPH o por la

infecciéon con el virus.

Objetivos Particulares

1. Identificar factores de riesgo mediante cuestionarios dirigidos a las
pacientes, para la infeccion por VPH en estudiantes universitarias del FES
Iztacala.

2. Determinar la incidencia de infeccion por VPH mediante técnicas de
diagndéstico molecular en estudiantes universitarias del area de la salud y
bioldgicas de la FES Iztacala.

3. Identificar cuales son los genotipos de VPH mas frecuentes es estudiantes
universitarias de la FES Iztacala mediante extraccion de ADN.

4. Determinar el nivel de anticuerpos IgG anti-VPH 16 y 18 en el suero de las
pacientes participantes por medio de la técnica de ELISA.

5. Determinar la correlacion entre los distintos grupos de vacunacion, una, dos

y tres dosis de la vacuna contra VPH.
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Materiales y Métodos

Poblacion a estudiar

El estudio estuvo conformado por ciento veintinueve alumnas que acudieron a
consulta ginecoldgica en la Clinica Universitaria de Salud Integral (CUSI) ubicada
en la FES Iztacala, la colecta de los datos comenzé en marzo del 2017, y termino
en abril de 2019. Todos los datos recolectados y las muestras biolégicas tomadas
fueron obtenidos previo a la firma del consentimiento informado. Este estudio se
realizé también con la con la aprobacién de la comision de Etica de la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala (FESI). Los datos clinicos del estudio se extrajeron de

la historia clinica de cada paciente.

Extraccion de ADN a partir de células cervicales

La recoleccién de células epiteliales cervicales de las pacientes, que acudieron a
consulta ginecoldgica en la Clinica Universitaria de Salud Integral (CUSI) ubicada
en la FES lztacala, se realizé6 mediante raspado de la region del cérvix con la
utilizacién de isopos con punta espuma Catch-All™ (Epicenter Biotechnologies,
Madison, WI, EE. UU.). Para la extraccion del ADN cervical de cada una de las
muestras, se utilizé el kit de extraccion de ADN, BuccalAmp™ DNA Extraction Kit
(Epicenter Biotechnologies), las muestras obtenidas se procesaron de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Se giré el hisopo 5 veces en 500 ul de la solucion
de extraccion BuccalAmp™ DNA Extraction Kit, y se presioné el hisopo contra la
pared del tubo La muestra se incubd a 65°C durante 2 minutos, se agito y se hirvid

durante 1 minuto.

31



Genotipificacion viral

Amplificacién del ADN Viral

A partir del ADN extraido de las muestras de las pacientes, mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), se amplificé la regién L1 del genoma del VPH con
la utilizacién de primers especificos y que han sido utilizados para la genotipificacion
viral, ademas, se amplificé una region del gen de la beta actina humana como gen
de referencia y control de amplificacion de las muestras analizadas. Los primers que

se utilizaron fueron:

L1C1/L1C2:

Fw: (5 CGT-AAA-CGT-TTT-CCC-TAT-TTT-TTT 3’),
Rev: (5 TAC-CCT-AAA-TACT-CTG-TAT-TG 3’)

GP5+/ GP56+:

Fw: (5 TTT-GTT-ACT-GTG-GTA-GAT-ACT-AC3),
Rev: (5 GAA-AAA-TAA-ACT-GTA-AAT-CAT-ATT-C 3)
Actina:

Fw: (5 GCA-CAG-GGA-CAT-AAT-AAT-GG 3),

Rev: (5’ CGT-CCA-AAA-GGA-AAC-TGA-TC 3)

La amplificacién de la reaccion en cadena de la polimerasa se realizé con una

mezcla de reaccion de 50 pl.
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Tabla Il. Concentracion individual por muestra de la Reaccion PCR.

Reaccion PCR

Componente Concentracion Volumen por tubo
Buffer Taq Polimerasa 5X 3.0 ul
MgCl2 [25 mM] 1.5 pl
dNTPs [10 mM] 1ul
Primer Fw [10 mM] 2 ul
Primer Rv [10 mM] 0.2l
Taq Polimerasa (Go Taq Promega) S u/pl 0.2 ul
H20 7.9 ul
Templado (DNA de las pacientes) 100 ng/pl 1yl
El programa de amplificacion que se utilizo fue el siguiente:
Tabla lll. Programa de Amplificacion Térmico.
Programa PCR
Proceso Ciclos Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion Inicial 1 95°C 10:00 min
Desnaturalizacion 95°C 00:45 seg
Alineamiento 50°C 00:55 seg
Extension 40 72°C 01:00 min
Extension final 1 72°C 10:00 min
- 1 4°C %0
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Purificacion de los Productos de PCR

Los productos obtenidos de la PCR fueron separados electroforéticamente en geles
de agarosa al 1.5%: Las bandas correspondientes a los amplicones esperados
fueron cortadas, y posteriormente fue purificado el ADN utilizando el kit gel Wizard
PCR Clean-up System (Promega) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Purificacion de los productos de PCR

Para separar los productos de la PCR del gel de agarosa, posterior a la
electroforesis, se colocaron las rebanadas del gel en un tubo de microcentrifuga de
1.5ml, se agregaron 10 pl de solucion de unién a membrana por cada 10 mg de
porcién de gel. La mezcla se llevo al vortex y se mantuvo en incubacion a 50-65 °C
hasta que el gel se disolvié por completo. Una vez disuelto, se agreg6 un volumen
igual de solucion de unién a membrana. Posterior a eso, se colocé una mini columna
SV en el tubo de recoleccién, por el cual se transfirié la mezcla del gel disuelto, se
dej6 Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto. Pasado el minuto de
incubacion, la muestra se llevd a centrifugar a 12500 rpm durante 1 minuto, se
decantd el liquido del tubo se volvié a insertar la mini columna en el tubo de
recoleccion. Se agregaron 700 pl de solucion de lavado de membrana (contiene
etanol), y se llevo a centrifugar a 12500 rpm durante 1 minuto, se deshecho el liquido
y se volvio a insertar la mini columna en el tubo de recoleccion, se volvio a repetir el
paso anterior pero ahora agregando 500 ul de solucién de lavado de membrana, y
centrifugando a 12500 rpm durante 5 minutos, al término de la centrifugacion, se
vacio el tubo de recoleccion, se volvié a centrifugar la columna durante 1 minuto
con la tapa de la microcentrifuga abierta para permitir la evaporacion del etanol
residual, luego se transfirié la columna a un tubo de microcentrifuga limpio de 1.5
ml, se agregaron 50 ul de agua libre de nucleasas y se dejo en incubacion a
temperatura ambiente durante 1 minuto, al término del minuto se centrifugo a 12500
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rpm durante 1 minuto. Al término de la centrifugacién, se deseché la mini columna

y se amaceno el ADN a —20 °C.

Cada producto se utilizé como templado para realizar una reaccién de
secuenciacion con el kit de secuenciacion BigDye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems, Austin, TX, EE. UU.), de acuerdo con los procedimientos del fabricante.
Las secuencias se analizaron utilizando el sistema ABI PRISM 310 (Applied
Biosystems) en Macrogen Inc (Corea).

Los datos de la secuencia obtenidos mediante secuenciacion automatica de ADN
fueron analizados usando la herramienta BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST/, consultado en 2019-2020) para la determinacién de los genotipos de VPH.

ELISA para deteccién de anticuerpos anti-VPH

Los anticuerpos de las pacientes contra el VPH fueron medidos utilizando un ensayo
inmuno-absorbente ligado a enzima (ELISA) basado en VLP’s segun las
recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).8 Las placas
Maxisorp Nunc-Immuno (Thermo Fisher Scientific, MA, EE.UU.) se recubrieron con
1 pg/ml de proteina recombinante L1 de la capside viral de HPV-16 (Abcam, Cat.
Ab119880) o HPV-18 (Abcam, Cat. Ab119881) en solucidn salina buffer con fosfato
(PBS), pH 7,2 a 4°C durante la noche. Las placas fueron blogueadas con un
diluyente de ensayo comercial para ELISA (Biolegend, Cat. 421203) a 4°C durante
la noche. Las placas se incubaron con muestras de suero diluidas 1: 1000 en
diluyente de ensayo ELISA durante 2 horas a 4°C. Después de lavar los pocillos 5
veces con PBS que contenia Tween 20 al 0,1% (Sigma-Aldrich), se agregd un
anticuerpo de cabra anti IgG conjugado con HRP (Abcam, Cat. Ab6858) diluido 1:
7500 y se incubd a temperatura ambiente durante 1 h. Después de un ciclo de
lavado adicional, se afiadio el sustrato de ELISA TMB (Abcam, Cat. Ab171527) y se
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incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos, seguido de la adicion de H2SOa4

1M para detener la reaccion.

La absorbancia fue medida a 490 nm en un lector de placas de ELISA. Para
controlar la variacion Inter-ensayo e intra ensayo se incluyé un mismo suero positivo
como control de referencia, diluido de la misma forma que las muestras en cada
placa ELISA. Dicho suero fue identificado durante el proceso de optimizacion del

inmunoensayo.

Para el analisis de datos, primero se calculé el valor absoluto de absorbancia
restando la densidad Optica del blanco promedio de la densidad 6ptica de cada
muestra. Luego se obtuvo una razén de absorbancia normalizada (NAR) dividiendo
el valor de Densidad Optica absoluto de cada muestra por la Densidad Optica media
absoluta del suero de control positivo incluido en la misma placa, de forma similar a
lo reportado por Ramanakumar et al,® destinado a reducir el efecto de las
variaciones Inter-ensayo e intra-ensayo. Los puntos de corte de la seropositividad
se determinaron con el valor medio més tres desviaciones estandar de los valores

medios obtenidos de dos individuos negativos para anticuerpos anti-VPH.

Analisis de mapa de calor

Para el analisis de seropositividad para VPH16 y VPH18 frente al estado de
vacunacion e infecciones se analizaron los resultados generando un mapa de calor

con el software Heatmapper (http://www.heatmapper.ca) .

Andlisis Estadistico

El andlisis estadistico se realizé con el software del paquete estadistico GraphPad
Prism 7.0. Los datos del estudio se expresaron en términos de media aritmética,

desviacion estandar, niumero y porcentaje. Las diferencias entre la prevalencia se
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analizaron mediante la prueba exacta de Fisher. Los valores de p inferiores a 0,05

se consideraron estadisticamente significativos (* P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001).

Resultados

Estudio de Poblacion

Se reclutaron un total de 129 estudiantes de forma voluntaria, de las diferentes
carreras de la FES lIztacala, las cuales se encontraban en un rango de edad de entre
17 a 35 afios, con una edad promedio de 21,75 + 2,86 (Figura 4).

Promedio de edad de las estudiantes reclutadas

45
40
35
30
25
20
15
10

+2.86

Edad

Edad Minima Edad Maxima Edad promedio
17 35 21.75

Figura 4: Promedio de edades de las estudiantes reclutadas. Promedio de edad de las 129
estudiantes que participaron en el estudio, con un rango de edad entre 17 y 35 afios, siendo la edad
promedio de 21,75 + 2,86 afios.

Las 129 estudiantes que participaron en el estudio pertenecian a las siguientes
carreras: Psicologia (30,2%) Biologia (25%), Medicina (18,4%), Odontologia
(14,4%) y Optometria (12%). Las caracteristicas clinicas de las pacientes se

agrupan en la Tabla IV.
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Tabla IV: Caracteristicas Clinicas de las Estudiantes.

Muestra

M 16
M 17
M 18
M 19
M 20
M 21
M 22
M 23
M 24
M 25
M 26
M 27
M 28
M 29
M 30
M 31
M 32
M 33

M 35
M 36
M 37
M 38
M 39
M 40
M 41
M 42
M 43
M 44
M 45
M 46
M 47
M 48
M 49
M 50
M 51
M 52
M 53
M 54
M 55
M 56
M 57
M 58
M 59
M 60
M 61
M 62
M 63
M 64
M 65
M 66
M 67
M 68
M 69

Genotipo
de VPH

Riesgo Asociadoal
Genotipo de VPH

Alto
Alto
Alto
Negativo
Alto
Negativo
Bajo
Bajo
Alto
Alto
Alto
Bajo
Bajo
Baio
Alto
Alto
Negativo
Negativo
Alto
Alto
Alto
Negativo
Negativo
Alto
Alto
Negativo
Alto
Alto
Alto
Negativo
Alto
Alto
?
Alto
Negativo
Alto
Alto
Alto
Alto
Bajo
Alto
Alto
Alto
Alto
Bajo
Negativo
Alto
Alto
Alto
Negativo
Negativo
Bajo
Alto
Negativo
Alto
Alto
Negativo
Alto
Alto
Negativo
Negativo
Alto
Negativo
Alto
Alto
Alto
Bajo
Bajo
Negativo

Edad Edad Inicial dela

Actividad Sexual

Numerode

Parejas Sexuales la Vacuna

N

Desconocido

10

3

12

2
Desconocido

2

4

7
Desconocido

IR 05 1 R R R 1 65 2 0 N NI D3 O B NN B B o N 1 BN O O RS 33 N

)
©

W o e

Dosis de

o COC 00000 ON C0O0 000N OCD CONONOOOCOW 00 WoOONONANOCoO0O AN 00000 NOCOONOSD OO

Metodo anticonceptovo

Condon
Condon
Anticonceptivo Oral
Anticonceptivo Oral
Condon
Condon
DU
Condon
Condon
Ninguno
DIU y Condon
Ninguno

Condon e Inyeccion Anticonceptiva

Condon
Condon

Anticoncepfivo subdérmico y Condon

Condon
Condon
Condon
Ninguno
Condon
Condon
Condon
Condon
Condon
Condon
Condon
DIU y Condon
Condon
Condon
Ninguno
Condon
Anticonceptivo subdérmico
Ninguno
Condon
Condon
Condon
Condon
Condon
Condon
Condon
Anticonceptivo Oral y Condon
Condon
Condon
Condon
Condon
Anticonceptivo subdérmico
Condon
DU
Ninguno
Condon
Ninguno
Condon
Ninguno
Condon
Condon
Condon
Condon
Condon
Ninguno
Condon
DU
Condon
Condon
DU
Condon
Condon
Condon
Condon

Motivo de la
Consulta médica

Evaluacion ginecologica

Infeccién vaginal y condilomatosis
Anticonceptivo subdémico
Evaluacion ginecoldgica
Evaluacion ginecoldgica
Tamizaje cervical
Tamizaje cenvical
Tamizaje cervical
Infeccion vaginal
Tamizaje cervical
Infeccion vaginal
Tamizaje cervical
Tamizaje cervical
Evaluacién ginecoldgica
Infeccion vaginal
Tamizaje cervical
Tamizaje cervical
Condilomatosis
Infeccion vaginal
Evaluacion ginecologica
Infeccion vaginal
Tamizaje cervical
Tamizaje cervical
Infeccion Vaginal

Infeccion Vaginal
Tamizaje cenvical
Evaluacion ginecologica
Infeccion vaginal
Tamizaje cervical
Infeccion vaginal
Tamizaje cervical
Estudio de papanicolaou
Evaluacién ginecoldgica
Infeccion vaginal
Evaluacion ginecoldgica
Tamizaje cervical
Evaluacién ginecoldgica
Evaluacion ginecoldgica
Evaluacion ginecologica por lesion en mama
Condilomatosis
Condilomatosis
Infeccion vaginal
Evaluacion ginecoldgica
Tamizaje cervical
Condilomatosis
Infeccion vaginal
Evaluacion ginecologica
Tamizaje cervical
Condilomatosis
DU
Condilomatosis
Infeccion vaginal
Tamizaje cenvical
DU
Tamizaje cervical
Tamizaje cervical
Condilomatosis
Tamizaje cervical
Evaluacion ginecolégica
Tamizaje cervical
DU
Tamizaje cervical
Tamizaje cervical
Evaluacion ginecoldgica
Evaluacién ginecoldgica
Tamizaje cenvical
Anticonceptivo subdémico
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Tabla IV: Continuacion Caracteristicas Clinicas de las Estudiantes.

Genotipe Riesgo Asociade al Numero de Dosis de Motive de la

Muestra Edad Edad Inicial de la Metodo anticonceptovo

de VPH Genotipo de VPH Actividad Sexual Parejas Sexuales la Vacuna Consulta médica
M 70 Negativo Negativo 20 21 1 0 Condon Infeccion vaginal
M 71 59 Alto 18 17 2 2 Condon Condilomatosis
M 72 3l Alto 25 16 10 1 Anticonceptivo subdérmico y Condon Tamizaje cervical
M73 39 Alto 22 17 1 0 Condon Infeccion Vaginal
M 74 16 Alto 24 15 3 0 Anticonceptivo Cral Evaluacién ginecolégica
M 75 Negativo Negativo 21 20 1 2 Condon Prueba de embarazo
M 76 18 Alto 25 18 4 0 Condon Infeccion Vaginal
M77 45 Alto 23 22 1 0 Condon Tamizaje cervical
M 78 18 Alto 22 17 9 0 DU Infeccion vaginal
M79 18 Alto 26 15 5 0 Condon Evaluacién ginecolégica
M 80 6 Bajo 20 14 8 0 Condon DU
M 81 [ Bajo 21 16 5 1 Condon Evaluacion ginecolégica
M 82 11 Bajo 22 16 10 0 Condon Tamizaje cervical
M 83 Negativo Negativo 26 18 10 0 DU Tamizaje cervical
M 84 16 Alto 19 17 1 1 Condon Infeccion vaginal
M 85 16 Alto 20 15 3 2 Condon Infeccion vaginal
M 86 18 Alto 28 17 1 0 Condon Evaluacién ginecolégica
M 87 3l Alto 28 24 L] 0 Condon Infeccion vaginal
M 88 6 Bajo 25 17 2 0 Inyeccién articonceptiva Anticonceptivo subdérmico
M 89 [ Bajo 19 16 1 0 Condon Tamizaje cervical
M 90 16 Alto 23 15 7 1 DU Tamizaje cervical
M 91 18 Alto 21 14 5 0 [a]¥} Tamizaje cervical
M 92 6 Bajo 18 15 7 0 Ninguno Condilomatosis
M 93 Negativo Negativo 23 16 3 0 Condon DIU
M 94 6 Bajo 24 19 2 0 Anticonceptivo oral y Condon Evaluacién ginecolégica
M 95 Negativo Negativo 25 21 2 0 Anticonceptivo Oral Estudio de papanicolacu
M 96 Negativo Negativo 28 21 6 0 Anticonceptivo Oral y Condon Tamizaje cervical
M 97 11 Bajo 19 15 2 1 Condon Evaluacién ginecolégica
M 98 59 Alto 24 18 2 0 Condon Tamizaje cervical
M 99 59 Alto 24 17 1 0 Condon Tamizaje cervical
M 100 51 Alto 23 17 4 0 Condon Condilomatosis
M 101 Negativo Negativo 29 19 20 3 Condon Tamizaje cervical
M 102 51 Alto 20 18 2 2 Condon Tamizaje cervical
M 103 11 Bajo 18 15 1 0 Condon Condilomatosis
M 104 Negativo Negativo 21 20 3 0 Condon Evaluacion ginecolégica
M 105 Negativo Negativo 22 16 3 0 [a]¥} Evaluacién ginecoldgica
M 106 Negativo Negativo 27 16 1 0 Anticonceptivo Oral Tamizaje cervical
M 107 11 Bajo 17 16 1 2 Condon Evaluacién ginecolégica
M 108 6 Bajo 27 17 4 0 Anticonceptivo Cral Evaluacién ginecolégica
M 109 18 Alto 24 22 3 1 Condon Tamizaje cervical
M110 6 Bajo 20 15 10 2 Condon Condilomatosis
M111 31 Alto 20 17 2 1 Anticonceptivo Oral y Condon Anticonceptivo subdérmico
M112 6 Baijo 23 21 L] 0 Condon Evaluacion ginecolégica
M113 58 Alto 25 17 ] 0 Condon Evaluacion ginecolégica
M114 Negativo Negativo Ninguno Evaluacion ginecolégica
M115 45 Alto 20 16 3 2 DI Evaluacién ginecolégica
M 116 90 ? 26 17 5 V] Ninguno Infeccion vaginal
M117 16 Alto 25 15 11 1 Anticonceptive subdérmico Tamizaje cervical
M118 [ Bajo 25 17 2 0 Condon Tamizaje cervical
M119 [ Bajo 24 17 5 0 Anticonceptivo subdérmico y Condon Tamizaje cervical
M120 51 Alto 24 16 1 0 Condon Infeccion vaginal
M 121 18 Alto 20 19 1 2 Condon Anticonceptivo subdérmico
M123 Negativo Negativo 21 17 3 0 Anticonceptivo Cral Tamizaje cervical
M125 Negativo Negativo 20 18 2 0 Condon Evaluacién ginecolégica
M126 Negativo Negativo 20 14 4 0 Condon Tamizaje cervical
M127 Negativo Negativo 21 18 2 0 Condon Tamizaje cervical
M128 kil Alto 19 16 2 0 Condon Evaluacion ginecolégica
M129 18 Alto 19 17 3 3 Anticonceptivo subdérmico Evaluacion ginecolégica
M124 [ ND 19 16 2 0 Condon Tamizaje cervical
M122 6 0 Ninguno Evaluacién ginecolégica

Deteccién y tipificacion del VPH

Se realiz6 una PCR de las muestras de DNA extraido a partir de las células
cervicales de las 129 estudiantes (Figura 4), se observa la amplificacion del
fragmento esperado (300 pares de bases) en todos los casos positivos. Esto se
puede observar como L1C1 pac en el pozo numero 3, 6, 9 en la (Figura 4), se

observa las muestras L1C1 en los pozos 5, 6, 8, 9. Todas las muestras analizadas
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amplificaron con los primers para actina, por lo que se consideraron con la calidad
suficiente para realizar la PCR con los primers especificos para la region del gen L1
de VPH. Las muestras positivas para la amplificacion con los primers L1C1/L1C2y
GP5+/6+ se utilizaron como templado para realizar secuenciacion Sanger. Las
secuencias se analizaron utilizando el sistema ABI PRISM 310 (Applied Biosystems)

en Macrogen Inc (Corea).
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Figura 4: Productos obtenidos de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), separados
electroforéticamente en geles de agarosa al 1.5%.

Posterior al corrimiento electroforético de las 129 muestras, se observo que el

25,58% (33 estudiantes) de las pacientes eran negativas para algin genotipo de
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VPH, el otro 74,42% (96 estudiantes) resulto ser positivo para algun genotipo de
VPH (Figura 5).

Prevalencia global de la infeccion por VPH
encontrado en los estudiantes

96
Estudiantes

80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%

Porcentaje Global

. 33
30.00% Estudiantes
20.00%

10.00%
0.00%

Estudiantes negativos Estudiantes positivos
a infeccién por VPH a infeccién por VPH
0.2558 0.7441

Figura 5: Prevalencia global para la Infeccién por VPH. La prevalencia de la infeccion se expresa
como frecuencia de todos los casos. De 129 muestras, el 25,58% (33 estudiantes) dieron negativo a
VPHy 74,41% (96 estudiantes) dieron positivo a VPH.

Como se menciond anteriormente, las muestras positivas fueron secuenciadas para
determinar el genotipo viral. Para determinar a qué genotipo viral pertenecia cada
muestra, los resultados de la secuenciacion Sanger de cada paciente, fueron
analizados utilizando la herramienta BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/ BLAST/,
consultado en 2019-2020). electroferograma (Imagen 3A,3B,3C, 3D). En las

Imagen 3 se muestran los electroferogramas de las pacientes X, Y, Z y el resultado

de la bausqueda de genotipo viral mediante Blast.
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Imagen 3A: Electroferograma obtenido de la muestra del paciente 5, con datos de la secuencia
Organism Blast Name Score Number of Hits

Description
human papillomavirus 31 viruses 409 102

human papillomavirus 31 hits
obtenido mediante secuenciacién automatica de ADN, analizado usando el buscador BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST/, consultado en 2019-2020) para los genotipos de VPH tipo 13.

66066 £ 6 L6AMG

GG G616 66
T T TTTTA T A T -'ﬂnﬂ.n.' hlJl PITLIY TY T T
A A

Organism Blast Name Score Number of Hits Description

root 104

. synthstic construct other sequences 372 1 synthetic construct hits

. Human papillomavirus type & viruses 372 101 Human papillomavirus type 6 hits

. Human papillomavirus type 6a  viruses 372 1 Human papillomavirus type Ba hits

- Human papillomavirus type 6b  viruses 366 1

Human papillomavirus type 6b hits

Imagen 3B: Electroferograma obtenido de la muestra del paciente 13, con datos de la secuencia
obtenido mediante secuenciacién automatica de ADN, analizado usando el buscador BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST/, consultado en 2019-2020) para los genotipos de VPH tipo 6.

0C06C4BTTCOAO, 4760

Organism Blast Name Score Number of Hits

Description
Papillomaviridae viruses 271
. Alphapapillomavirus 7 vinises 270
. . human papillomavirus 59 viruses 390 260 human papillomavirus 59 hits
. . human papillomavirus 68 viruses 97.1 8 human papillomavirus 68 hits
. . Human papillomavirus type 68a  viruses 916 2 Human papillomavirus type 68a hits
. Human papillomairus viruses 348 1

Human papillomavirus hits

Imagen 3C: Electroferograma obtenido de la muestra del paciente 29, con datos de la secuencia
obtenido mediante secuenciacién automatica de ADN, analizado usando el buscador BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/ BLAST/, consultado en 2019-2020) para los genotipos de VPH tipo 68.

B o PATA . { X YAV /\ FAVAV.AVAVAT.VAV: A
Organism Blast Name Score Number of Hits Description
Papillomaviridae viruses 101
. Human papillomavirus type 16 viruses 193 99 Human papillomavirus type 16 hits
. Human papillomavirus viruses 193 2

Human papillomavirus hits

Imagen 3D: Electroferograma obtenido de la muestra del paciente 28, con datos de la secuencia
obtenida mediante secuenciacion automatica de ADN, analizado usando el buscador BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST/, consultado en 2019-2020) para los genotipos de VPH tipo 16.
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Se encontré que, entre las estudiantes positivas para VPH, 70 presentaron un
genotipo de VPH de alto riesgo, lo que representa el 72,92% de las infecciones, y
26 estudiantes fueron positivas para los genotipos de VPH de bajo riesgo lo que

representa el 27.04% (Figura 6A).

A Positividad a genotipos de VPH de bajo y alto riesgo B Positividad a genotipos de VPH de bajo y alto riesgo
80,00% 70
estudiantes 25,00%
70,00% g~ 21.90%
19.56%
§ 60,00% E 20,00%
; 50,00% 2 15.22%
£ 4000% T 15,00% 13.04% 13.04%
Wi 26 £
g 30,00% estudiantes 3 10,00%
z r 1 3 04%
§ 2000% 1 5. 207
£ 5,00%
3 10,00% 3
3
0,00% S 0,00%
Vitideakosaga: VENiCehajo e VPH6  VPH-11  VPH-16 VPH18 VPH31 VPHS1  VPH-59
0.7202 0,7292
Genotipo de VPH
C Edad promedio del inicio de la actividad coital en D Distribucion por edades del debut sexual entre las
estudiantes VPH negativas y positivas estudiantes VPH positivas y negativas
o
n% 82%
80%
18.5 g 70%
2.03
60%
18 3 0%
:1.96 H
E 17.5 :1.89 2 0%
B 30%
17
5 2 18%
165 100 J
16 0%
Edad promedio del inicic ~ Edad promedio entre las Edad promedio entre las VPH- VPH+ VPH+
de la actividad coital  muestras positivas al VPH  muestras negativas al VPH 1417 afos Mas de 17 afos
s 1504 e Edsd promedio de la Actividad Sexual
E E
Distr ion de parejas entre los i Comp ion de la distribucion de p
90% entre VPH-y VPH+
83%
80%
s +3.85 a9 70% 86%
+3.63 H
4 g 60%
3 § 50%
2 g 40% 34%
1
E 30%
0 |
Numero promedio de Media de estudiantes Media de estudiantes = 20% 17%
parejas sexuales positivos al VPH de alto positivos al VPH de bajo 10%
4.16 riesgo riesgo %
%
4.37 3.56 VPH- VPH+ VPH- VPH+
13 Mas de 3
Namero de parejas sexusies

A: Genotipos Virales mas frecuentes, son los de alto riesgo. De 96 muestras positivas para VPH,
el 72,92% (70 pacientes) fueron positivas para VPH de alto riesgo y el 27,08% (26 muestras)
positivas para VPH de bajo riesgo. B: Comparacion de los genotipos de VPH mas frecuentes
detectados en las muestras positivas para VPH. Comparacion de los genotipos de VPH mas
comunes detectados en todas las muestras positivas a VPH VPH-6 21,9%, VPH-11 5,2%, VPH-16
13,04%, VPH-18 19,56%, VPH-31 15,22%, VPH-51 13,04% y VPH-59 7,6%. C: Distribucién de
edades, en el debut sexual de las estudiantes, considerando muestras positivas y negativas
para infeccién por VPH. La edad promedio de inicio de la actividad coital 17,15 + 1,96 afios. La
edad promedio del coito entre las muestras positivas al VPH fue de 16,94 + 1,89 y de 17,78 + 2,03
para las muestras negativas al VPH. El estudio mostré asociaciones estadisticamente significativas
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entre la presencia de infeccion genital por VPH y la edad temprana en el acto coital (P = 0,03). D:
Distribucién por edades del debut sexual entre las estudiantes VPH positivas y negativas. La
media de edad del inicio de la actividad sexual para VPH- fue de 17,5 afios y para las estudiantes
con VPH positivo fue de 17 afios, que se utilizaron como valor de corte para los grupos de las
estudiantes por edad. La prueba exacta de Fisher mostro que las estudiantes mayores de 17 afios
tienen un mayor riesgo de infeccion por VPH (p = 0,016). E: Distribucidén de parejas sexuales en
estudiantes positivas a VPH. El nimero promedio de parejas sexuales fue de 4,16 + 3,85. La media
de parejas sexuales entre las estudiantes positivas al VPH de alto riesgo fueron de 4,37 + 3,92 y de
3,56 + 3,63 en las muestras positivas al VPH de bajo riesgo. El estudio mostré asociaciones
estadisticamente significativas con el mayor nimero de parejas sexuales de por vida. F:
Comparacioén de la distribucién de parejas sexuales entre estudiantes positivas y negativas
para VPH. Comparacién de la distribucion de parejas sexuales entre las estudiantes con VPH- y
VPH+ mostré una asociacién estadisticamente significativa entre la infecciéon por VPH y un mayor
namero de parejas sexuales de por vida (prueba exacta de Fisher, p = 0,038). El valor de corte fue
el nimero medio de parejas sexuales de por vida que fue de 3 para las estudiantes con VPH- y de
3,5 para las nifias con VPH+.

Los resultados indicaron que las frecuencias de infeccion con los genotipos 6y 11
de VPH de bajo riesgo fueron 21,9% (21 estudiantes) y 5,2% (5 estudiantes),
respectivamente. Ademas, se observé que una alta proporcion de las muestras
positivas para VPH estaban infectadas con genotipos de alto riesgo. Con respecto
a la distribucion de genotipos, el primer lugar en frecuencia fue el VPH-18 (19,56%),
el VPH-31 fue el segundo genotipo més frecuente (15,22%), seguido por VPH-51
(13,04%), VPH-16 (13,04%) y VPH-59 (7,6%) (Figura 6B). Para tratar de explicar
las posibles causas de la infeccion en estas pacientes, se establecio una correlacion
con la edad de inicio de la vida sexual. La edad promedio de inicio de la actividad
coital fue de 17,15 + 1,96 afos. Entre los casos positivos y negativos para el VPH,
la edad promedio del acto coital fue de 17,78 + 2,03y 16,94 + 1,89, respectivamente
(Figura 6C). Para analizar si existia una asociacion entre la edad de inicio de la
actividad coital y la infeccion genital por VPH, separamos la poblacion de
estudiantes en dos grupos de edad, el valor de corte para la distribucion por edades
fue la media de edad de 17,5 afios para el grupo de VPH-y 17 para las estudiantes
con VPH+. Encontramos una asociacion estadisticamente significativa (p= 0.016)
entre la edad temprana en la actividad sexual y la presencia de infeccién por VPH

(Figura 6D). El estudio mostro asociaciones estadisticamente significativas entre la

edad temprana del acto sexual (p = 0.03), y un numero creciente de parejas

sexuales de a lo largo de su vida (P = 0.01) con la infeccién genital de alto riesgo

por VPH. En cuanto al nimero de parejas sexuales a lo largo de su vida por vida, la
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media fue de 4,16 + 3,85 para todo el grupo. Para las estudiantes con VPH negativo,
el nimero promedio de parejas sexuales fue de 3,56 + 3,63 y para el grupo de VPH
Positivo fue de 4,37 + 3,92 (Figura 6E). Hubo una asociacion significativa entre la
infeccion por VPH y el nimero de parejas sexuales de por vida (p=0.038). El valor
de corte para la distribucion fue el nimero medio de parejas sexuales que fue de 3

para las estudiantes con VPH-y de 3,5 para las estudiantes con VPH + (Figura 6F).

Niveles de anticuerpos séricos en grupos vacunados y no vacunados

De las 129 estudiantes inscritas, 38 informaron haber recibido al menos una vacuna
contra el VPH y se clasificaron como vacunadas. Mientras que 86 no fueron
vacunadas y 5 no tienen registro. El porcentaje de vacunacion fue del 30,6%. Entre
las estudiantes vacunadas, 17 (13.7%) habian recibido una dosis; 17 (13.7%)

habian recibido dos dosis y s6lo 4 (3.2%) habian recibido la tercera dosis (Tabla V).

La media de edad en las estudiantes no vacunadas fue dos afios mayor que en el
grupo vacunado. El analisis de la conducta sexual indica que la edad media de inicio
de la actividad coital y el nimero medio de parejas sexuales de por vida no fueron
significativamente diferentes entre las estudiantes vacunadas y no vacunadas
(prueba T P = 0,245y P = 0,822, respectivamente). Las muestras vaginales tenian
una prevalencia para cualquier genotipo de VPH del 74 %, con una prevalencia
comparable entre los grupos de no vacunadas y vacunadas (72 % frente a 79 %,
P= 0,322 prueba exacta de Fisher). Es importante destacar que no se observo una
prevalencia diferente para cualquier genotipo de VPH detectado en las muestras

vaginales entre ambos grupos (Tabla V).

A continuacion, comparamos la prevalencia de los principales tipos de VPH
encontrados en nuestra cohorte de estudiantes no vacunadas y aquellas con una,
dos o tres dosis de vacuna contra el VPH. Encontramos una tendencia a la baja en
la prevalencia de la infeccion a medida que aumentaba el numero de dosis de la
vacuna para HPV 6, HPV 16 y HPV 31 (Figura 7A). En cambio, para el VPH 18 no
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se observaron diferencias para una y dos dosis, pero si un aumento de la

prevalencia en estudiantes con tres dosis de la vacuna. Para HPV 51 hubo una

disminucién de la prevalencia en estudiantes con una dosis de la vacuna, pero no

se observaron diferencias en el grupo con dos dosis, y al igual que HPV 18 en

estudiantes con tres dosis hubo un aumento en la prevalencia. El aumento de la

tasa de infeccion por HPV 18 después de la vacunacion fue inesperado, pero podria

estar relacionado con una disminucion en los niveles de anticuerpos especificos a

lo largo del tiempo, segun algunos informes. Se realiz6 un andlisis del impacto de la

vacunacion en los niveles de anticuerpos IgG séricos anti-VPH 16 y 18. La

seropositividad observada entre estudiantes no vacunadas y vacunadas mostro un

impacto evidente de la vacunacién contra el VPH a partir de dos dosis de la vacuna,

y aumentd con la tercera dosis (Figura 7B,7C).

Tabla V. Caracteristicas de las Estudiantes de acuerdo con su estado de vacunacion.

Caracteristicas No Vacunadas Valor de P
Vacunadas

Edad* 20 22 0.002

Edad promedio del inicio de | 17 17 0.245

la actividad sexual *

Numero promedio de parejas | 3 3 0.822

sexuales a lo largo de su vida

Vacuna 69.4 % 30.6 % NA

1 dosis 0 13.7% NA

2 dosis 0 13.7% NA

3 dosis 0 3.2% NA

VPH-** 28 % 21 % 0.323

Cualquier tipo de VPH + ** 72 % 79 % 0.323

VPH 6 ** 18 % 10 % 0.152

VPH 16 ** 8 % 12 % 0.480

VPH 18 ** 13 % 17 % 0.553
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VPH 31 **

13 %

7%

0.238

VPH 51 **

8 %

12 %

0.480

* Prueba T, ** prueba exacta de Fisher y NA no se aplican.

La prevalencia de la infeccion por VPH se vio afectada por la presencia de
anticuerpos especificos contra el virus; El andlisis con serotipos especificos de VPH

mostré que hubo una disminucion significativa en la prevalencia de la infeccion por

VPH-16 en estudiantes que eran seropositivas para anticuerpos anti-VPH 16 (P =

0.023), pero no se observd ningun efecto para otros genotipos de VPH (Figura

7D,7E).
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Figura 7

A: Comparacion de la vacunacion con una, dos y tres dosis de la vacuna contra VPH en los
genotipos mas frecuentes observados en el estudio. Se evalué el efecto de la vacunacion
contra el VPH en estudiantes que recibieron una, dos o tres dosis de la vacuna en comparacion
con estudiantes no vacunadas. Los porcentajes de contagios fueron para HPV 6 16% (12/75
estudiantes), 12% (2/17), 12% (2/17) y 0% para no vacunadas, una dosis, dos dosis y tres dosis de
la vacuna, respectivamente. Para HPV 16 fueron 9 % (7/75), 18 % (3/17), 6 % (1/17) y 0 %; para
HPV 18 fueron 12 % (9/75), 18 % (3/17), 12 % (2/17) y 50 % (2/4); para HPV 31 fueron 15 %
(11/75), 12 % (2/17), 6 % (1/17) y O %; y para HPV 51 fueron 8 % (6/75), 0 %, 12 % (2/17) y 25 %
(1/4). Los datos fueron analizados por la prueba exacta de Fisher. Los valores de P inferiores a
0,05 se consideraron estadisticamente significativos (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001). B:
Porcentaje de seropositividad para anticuerpos IgG especificos de VPH 16 con 0, una, dos y
tres dosis reportadas de vacunas. Porcentaje de individuos seropositivos para anticuerpos 1gG
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especificos del VPH-16 en estudiantes universitarias segun su estado de vacunacion. 43% (32 de
75) de las estudiantes no vacunadas fueron seropositivas para HPV16 y 41% (31/75) para HPV18.
El 44% (7/16) de las estudiantes vacunadas fueron seropositivas para el VPH16 después de una
dosis de la vacuna contra el VPH, el 56 % (9/16) para dos dosis y el 75 % (3/4) para tres dosis. C:
Porcentaje de seropositividad para anticuerpos IgG especificos de VPH 18 con 0, una, dos y
tres dosis reportadas de vacunas. Porcentaje de individuos seropositivos para anticuerpos IgG
especificos del VPH-18 en estudiantes universitarias segun su estado de vacunacion. Para HPV18,
el 38% (6/16) de las estudiantes vacunadas fueron seropositivas para una dosis de la vacuna,
mientras que el 56% (9/16) y el 75% (3/4) fueron seropositivas después de dos y tres dosis,
respectivamente. D: Prevalencia de la infeccion especifica por VPH en las estudiantes
seropositivas para VPH-16. Las barras azules representan estudiantes no vacunadas y las barras
verdes estudiantes vacunadas. Los datos fueron analizados por la prueba exacta de Fisher. Los
valores de P inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos (*P < 0,05; **P <
0,01; **P < 0,001). E: Prevalencia de la infeccion especifica por VPH en las estudiantes
seropositivas para VPH-18. Las barras azules representan estudiantes no vacunadas y las barras
verdes estudiantes vacunadas. Los datos se analizaron mediante la prueba exacta de Fisher. Los
valores de p inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos (* P <0,05; ** P
<0,01; *** P <0,001).

Para el VPH-18, aunque no hubo cambios significativos en la prevalencia entre las
estudiantes seropositivas o seronegativas al VPH-18 para la infeccion por VPH-18,

se observé una ligera disminucion.

Es oportuno mencionar que en las estudiantes seropositivas al VPH-18 demostraron
una disminucién significativa en la prevalencia de la infeccién por VPH-16 (Figura
7D, 7E), lo que probablemente podria deberse a la presencia de anticuerpos
especificos para el VPH-16 en las mismas personas. Por ello, realizamos un mapa
de calor que muestra la seroprevalencia para ambos tipos de anticuerpos en todos
los individuos analizados junto con el estado de infeccidn y vacunacion (Figura 8).
Hubo 34 estudiantes que mostraron seropositividad tanto para HPV-16 como para
HPV-18, mientras que 17 estudiantes fueron seropositivas solo para HPV-16 y 15
estudiantes seropositivas solo para HPV-18. Curiosamente, la doble seropositividad
puede adquirirse tanto por infeccion natural seguin los datos que se muestran en los
rectangulos 1 y 2, como por vacunacion como se observa en los rectangulos 3y 4
(Figura 8).
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Column ZScore

Anti-HPV16 Abs Anti-HPV18 Abs  Vaccine doses HPV infection

Figura 8: Andlisis de mapa de calor de seroprevalencia, infeccidon y vacunacién. Se representa
mediante mapa de calor el andlisis de los niveles de anticuerpos especificos frente a VPH 16 y 18,
y su asociacion con la presencia de infeccion por VPH y el estado de vacunacion. Para los niveles
de anticuerpos, la estrella de puntuacion con color azul para niveles negativos o bajos y cambia a
color rojo para cantidades mas altas de anticuerpos detectados por ELISA. Para el estado de
vacunacion, el color azul representa estudiantes no vacunadas y la intensidad creciente en rojo
representa 1, 2 o 3 dosis de la vacuna contra el VPH. Finalmente, para la infeccién por VPH, el color
azul representa a las estudiantes con VPH y el color rojo claro representa a las estudiantes con
infeccion por VPH (cualquier VPH). Cada linea horizontal representa a una estudiante y el nimero
de muestra se indica en el lado izquierdo del grafico. Los rectangulos 1 y 2 muestran estudiantes
seropositivas dobles no vacunadas, mientras que los rectangulos 3 y 4 muestran estudiantes
seropositivas dobles vacunadas.
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Estos resultados indican un impacto no tan claro de la vacunacién en la prevalencia
de la infeccion por VPH ni en los niveles de anticuerpos especificos contra el VPH.
Estas observaciones podrian verse afectadas en parte por la inmunidad inducida
por la infeccion natural por VPH, por esta razon se realizd un nuevo andlisis
utilizando Unicamente individuos que resultaron negativos para la infeccion por
VPH. Se compararon los porcentajes de seropositividad entre las estudiantes no
vacunadas y las vacunadas que resultaron negativas para el VPH vaginal. Se
encontré una mayor proporcion de muestras de suero seropositivas para VPH-16 y
VPH-18 en estudiantes vacunadas en comparacion con el grupo no vacunado (55%
vs 40% para VPH 16 y 18, P = 0.04, prueba exacta de Fisher). Ademas de la
inmunidad inducida por la infeccién natural, los resultados podrian verse influidos
por el hecho de que los datos del estado de vacunacion se recopilaron a través de
un cuestionario. El estado de auto informado de vacunacién puede tener un sesgo
de recuerdo que afecta la clasificacion correcta de los individuos. Por estas razones,
decidimos realizar andlisis futuros basados en el estado de seropositividad en lugar

del estado de vacunacion.

Cuando se analizo la prevalencia de los diferentes genotipos de VPH en muestras
vaginales, observaron prevalencias similares en individuos seropositivos vy
seronegativos, 77% vs 69% para VPH-16y 77% vs 67% para VPH-18 (Tabla VI).
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Tabla VI. Prevalencia especifica del tipo (%) de VPH vaginal por seropositividad de
VPH

Virus Estado de seropositividad Valor P de la prueba
exacta de Fisher

VPH 16 Seronegatividad | Seropositividad

Cualquier tipo | 77 69 0.199

de VPH +

VPH 6+ 15 13 0.838

VPH 16+ 13 4 0.039

VPH 18+ 13 16 0.688

VPH 31+ 12 11 1.000

VPH 51+ 12 7 0.335

VPH 18 Seronegatividad | Seropositividad

Cualquier tipo | 77 67 0.201

de VPH +

VPH 6+ 16 11 0.408

VPH 16+ 12 6 0.215

VPH 18+ 13 17 0.553

VPH 31+ 16 3 0.002

VPH 51+ 13 3 0.016

Sin embargo, el analisis con genotipos especificos de VPH mostré que hubo una
disminucion en la prevalencia del VPH-16 en las estudiantes seropositivas a VPH-
16 (P = 0.039), pero no con otros genotipos de VPH. Curiosamente para el VPH-18,
se detectaron ligeros cambios en la prevalencia entre las estudiantes seropositivas
0 seronegativas al VPH-18, asi mismo se observé una prevalencia mas baja para
los VPH-31 y 51 (Tabla VI). Para analizar si los niveles de anticuerpos pueden
reflejar el estado de proteccion para HPV-18, los datos seropositivos se dividieron
en cuartiles (Q) y se consideraron Q4 (1.36 NAR) como un nivel alto de anticuerpos.
Para Q1-3, la prevalencia de HPV-18 fue del 11% y para el Q4 fue del 5%, lo que

demuestra que los niveles relativamente bajos de anticuerpos tienen una
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prevalencia similar a la del grupo seronegativo (13% frente a 11%). A pesar de que
no hubo diferencia estadisticamente en la prevalencia de infeccion entre el grupo
de niveles altos de anticuerpos anti-VPH-18 y el grupo seronegativo (5 vs 13% P =
0.08, prueba exacta de Fisher), hubo una tendencia a ser menor en el primer grupo.
Para finalizar, se evalud el impacto de la infeccion activa en la seropositividad. En
particular, hubo una menor proporcion de seropositividad especifica al VPH en
estudiantes que tienen una infeccion activa por VPH-16 (Figura 8). Este fenbmeno

no se observo para los anticuerpos especificos contra el VPH-18.

Finalmente, para valorar si la presencia de infeccion por VPH podria afectar la
respuesta inmune frente al virus comparamos en el grupo de estudiantes no
vacunadas, la tasa de seroconversion entre VPH-, VPH + o VPH especifico para los
anticuerpos medidos de VPH 16 y VPH 18 (Figura 9A, 9B).

A Seropositividad al VPH de acuerdo a los estados de B Seropositividad al VPH de acuerdo a los estados de
infeccion por VPH cervical infeccion por VPH cervical
50% 55%
45% 45% 60%

50% 40%
ke

30% 29% 40% 33%

Seropositividad de VPH 16(%)
N
5
N
Seropositividad de VPH 18(%)
@
8
=

0% 0%
VPH- VPH+ VPH 16+ VPH- VPH+ VPH 18+

Figura 9

A: Seropositividad al VPH de acuerdo con los estados de infeccién por VPH 16 cervical.
Porcentajes de estudiantes seropositivas para HPV16, que se agruparon en aquellas que fueron
negativas para VPH (VPH-), positivas para cualquier VPH (VPH +) y positivas solo para VPH-16
(VPH-16 +). Los datos se analizaron mediante la prueba exacta de Fisher. Los valores de p inferiores
a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos (* P <0,05; ** P <0,01). B: Seropositividad
al VPH de acuerdo con los estados de infeccion por VPH 18 cervical. Porcentajes de estudiantes
seropositivas para VPH 18, que se agruparon en aquellas que fueron negativas para VPH (VPH -),
positivas para cualquier VPH (VPH +) y positivas solo para VPH -18 (VPH -18) +). Los datos se
analizaron mediante la prueba exacta de Fisher. Los valores de P inferiores a 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos (* P <0,05; ** P <0,01).
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Encontramos que la seroconversién se redujo para los anticuerpos anti-VPH-16
cuando las estudiantes dieron positivo para el ADN del mismo virus, pero no para
otros genotipos (prueba exacta de Fisher, P =0,027). De manera similar, este efecto
también se observo para la seroconversion de HPV-18 en presencia de infeccion
por HPV-18 (p= 0,002).

Discusioén

El virus de papiloma humano (VPH) es un agente infeccioso que presenta tropismo
por el tejido epitelial, considerado de alta relevancia clinica debido a su asociacion
con la generacion del carcinoma de cuello uterino. Se considera que el VPH se
encuentra entre las infecciones de transmision sexual mas frecuentes alrededor del
mundo®. Se estima que el 80% de las personas que mantienen una vida
sexualmente activa se infecten por el VPH?°. De acuerdo con diferentes estudios
epidemioldgicos, se muestra que cerca del 70% de las mujeres sexualmente activas
se infectan una vez a lo largo de su vida?’. En este estudio poblacional se evalué a
un grupo de mujeres jovenes universitarias que asistieron a una clinica ambulatoria
para examenes ginecolbgicos, la cuales fueron evaluadas para la deteccion
molecular del VPH en muestras cérvico-vaginales, los resultados mostraron que la
tasa general de infecciébn por VPH en el grupo de universitarias que fueron
analizadas fue de 74,42%. En comparacion con otros estudios, la frecuencia
informada en esta investigacion fue mas alta que la prevalencia de la tasa mundial
de infeccion por VPH del 10,4%. La tasa observada en este estudio mostré un
incremento en comparacion con los datos estimados de la regidn asiatica reportados
por de Sanjose S et al?>53., 6 del 8%, Africa (22,1%), Centroamérica y México
(20,4%) y Norteamérica (11,3%)87-88, Sin embargo, la poblacién de este estudio se
considera de alto riesgo para el VPH, segun lo reportado por varios estudios en los

gue las mujeres jovenes presentan una alta prevalencia de infeccién por VPH, esto
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se debe a los factores de riesgo asociados a la enfermedad del VPH, como el inicio
precoz de las relaciones sexuales y tener mdltiples parejas sexuales®*. Otra razén
a la que atribuimos la alta incidencia de infeccién por VPH se debe a que porcentaje
de pacientes que acudieron a evaluacién ginecoldgica tanto por presencia de
condilomatosis como de otra infeccibn como se observa en la Tabla VI. Se ha
informado que esta poblacién tiene una prevalencia del 30-50%8%82, Ademas, es
importante tener en cuenta el hecho de que las mujeres jévenes que acuden a las
clinicas a menudo lo hacen debido a los signos o sintomas de una infeccién del
tracto genital, lo que aumenta la posibilidad de tener una enfermedad de transmision

sexual.

La comprension de la incidencia y la distribucion del genotipo del VPH es importante
para la planificacion de estrategias de diagnostico y prevencion de las
enfermedades relacionadas con el VPH. Los tipos de VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45,51, 52, 56, 58 y 59 son los tipos mas comunes en la poblacion femenina general
en todo el mundo, y representan el 70% de las infecciones por VPH en presencia
de hallazgos citoldégicos®?, siendo los dos mas frecuentes los tipos 16 Y 18, los
cuales son considerados de los de mas alto riesgo y se les considera responsables
de mas del 70% de todos los casos de cancer de cuello uterino en el mundo3825,
Sin embargo, algunos informes han demostrado que la prevalenciay la distribucién
de genotipos del VPH varian mucho en todo el mundo®3. A lo largo de las regiones
geograficas, podemos encontrar una distribucion de los diferentes tipos viricos de
VPH. Por ejemplo, en Europa y Estados Unidos prevalecen mas los tipos viricos de
VPH 33y 31 los cuales de acuerdo con a la clasificacién de su patogenia oncoldgica
son clasificados como de Clase 1 (cancerigenos). En Africa podemos encontrar con
mayor frecuencia los tipos de VPH 35 y 45 clasificados como de Clase 1
(cancerigenos). En Asia podemos encontrar con mayor frecuencia los tipos 52 y 58
clasificados como de Clase 1 (cancerigenos) %3548% En México, se ha informado de
una distribucion regional significativa de los genotipos del VPH%. En este estudio,
la incidencia global de VPH mostr6 un incremento significativo en las muestras con
VPH de alto riesgo en comparacién con el virus de bajo riesgo (72,91% y 27,09%,

respectivamente). Este estudio mostro que los pacientes con VPH tenian una mayor
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tasa de infeccién y eran principalmente compatibles con un alto riesgo de infeccién
por genotipos de VPH clasificado como cancerigenos, Sin embargo, algunos
estudios han informado que el VPH-58 es el genotipo mas frecuente en las regiones
del sur de México, con una prevalencia del 55.9%°. Ademas, Gallegos-Bolafios et
al. en 2017 reportaron que los VPH-16, 33, 51 y 52 fueron los mas prevalentes®?, al
igual que otro estudio realizado por Ochoa-Carrillo et al. en 2015 con 8,706 casos
positivos, menciona que los VPH-16, 58, 18 y 33 son los que se identificaron con
mayor frecuencia en el norte del pais, mientras que en la region central se
identificaron los tipos 16, 18, 45y 58, y en la region sur se identificaron los tipos 16,
18, 31y 58%2, estos distintitos genotipos de VPH son un problema de salud publica
para la poblacién mexicana ya que como se ha mencionado, la infeccion por VPH y
sus distintos genotipos, son precursores a distintas comorbilidades relacionadas

con el cancer.

El VPH-18 es el segundo genotipo detectado con mayor prevalencia en muestras
de cuello uterino. En este estudio, se encontré que el genotipo HPV-18 mostro la
mayor incidencia (19,56%) seguido de los genotipos 31 con un (15,22%), 51 con un
(13,04%), 16 con un (13,04%) y 59 con un (7,6%). La discrepancia en la prevalencia
con el estudio de Gallegos-Bolafos et al. podria deberse a diferencias poblacionales
porque en este estudio incluyé estudiantes universitarias de la Ciudad de México y
el Estado de México. Siguiendo esta hipétesis, se ha observado que, dependiendo
de la region geogréfica, algunos tipos virales se encuentran con mayor frecuencia
gue otros. En cuanto al comportamiento sexual, encontramos una asociacion de la
prevalencia del VPH con la temprana edad del inicio de la actividad sexual y con un
mayor numero de parejas sexuales a lo largo de su vida, estos comportamientos
sexuales han sido reportados previamente como factor de riesgo para la infecciéon
por VPH en diferentes poblaciones®°. Teniendo en cuenta la proporciéon de
estudiantes que tuvieron un debut sexual precoz (65,9%) y la proporcion de las que
han tenido mas de tres parejas sexuales (46,6%), la poblacién aqui analizada puede
considerarse como una poblacion de alto riesgo para Infeccién por VPH, que se
confirma por la alta prevalencia del virus observada. Dominguez et al. mencionan

que los principales factores de riesgo para la infeccion por VPH en mujeres menores

57



de 25 afos son tanto el inicio precoz de las relaciones sexuales como el tener
multiples parejas sexuales, la promiscuidad de las parejas sexuales y la
multipariedad34. Ademas del comportamiento sexual, la inmunizacién contra el VPH
es fundamental para prevenir la diseminacion de la infeccion viral, especialmente

en poblaciones jovenes.

La prevalencia y la distribucién del genotipo del VPH proporciona la base para
disefiar programas de prevencion. En este estudio, el estado de vacunacion se
obtuvo mediante un método de autoinforme, lamentablemente, en nuestro pais no
existe un registro nacional de vacunacion que pueda utilizarse para extraer esta
informacion de las historias clinicas. Esta es una limitacion de este estudio debido
a gque podria afectar los datos del estado de vacunacion por sesgo de recuerdo®, y
alterar la clasificacion de mujeres en vacunadas y no vacunadas. La baja tasa de
vacunacion (30%) informada en este estudio podria ser en parte responsable de la
alta prevalencia observada de la infeccion por VPH. La baja cobertura de
vacunaciéon contra el VPH en nuestro grupo de estudio refleja el hecho de que la
vacuna contra el VPH se introdujo en México entre 2006-2008 con una baja
cobertura, y fue incluida en el programa nacional de vacunacion hasta 2012 con
solo 52 mil dosis aplicadas?®:72. Entre 2013-2018 se administraron en promedio 1,4
millones de dosis cada afio,’? esta cantidad cubri6 menos de un tercio de la
poblacion femenina entre 9 y 14 afos, que se evalué en 6,5 millones en el afio
202073,

El impacto de la vacunacién contra el VPH en nuestro grupo de estudio fue evidente
a partir de la segunda dosis de la vacuna, en contraste con otros estudios que
informaron que una dosis puede inducir la seroconversion en la mayoria de las
personas, especialmente con el VPH-16%9%. Una posible explicacion es un
decaimiento en los niveles de anticuerpos especificos contra HPV-16 y HPV-18 a lo
largo del tiempo como se ha descrito en otros reportes, donde la seropositividad
decae a los 18 y 36 meses®:°, Otro factor que incide en la seropositividad es el
hecho de que en estudios previos se han excluido nifias con infeccion positiva al

momento del reclutamiento, esta condicion en nuestro grupo de estudio se
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desconoce y podria afectar el desarrollo de la respuesta inmune segun algunos
reportes que evidenciaron que la infeccion por VPH retrasa la seroconversion e
incluso la previene!®19% De hecho, en un informe, la eficacia de la vacuna entre las
personas con ADN cervical de VPH-16 o VPH-18 detectado en el momento de la
inscripcion fue solo del 25% en comparacion con el 85% de las mujeres con VPH1%?,
Para evaluar esta posibilidad, comparamos la tasa de seroconversion entre VPH-,
VPH+, HPV16+ o HPV18+. Solo realizamos este andlisis con estudiantes no
vacunadas para evitar la seroconversion por vacunacion. De acuerdo con los
informes anteriormente mencionados, encontramos una tasa de disminucion en la
seroconversion cuando las estudiantes estaban infectadas por el mismo genotipo
de VPH de los anticuerpos analizados, pero no con otros tipos de VPH. Este retraso
o disminucion de la seroconversion podria deberse a algunos mecanismos
inmunorreguladores asociados al virus como la induccibn de citocinas
antiinflamatorias como IL-10 en queratinocitos, macrofagos y células de
Langerhans!®3, Ademas, también se ha informado de un aumento de la frecuencia
de linfocitos T reguladores en lesiones cervicales que tenian infeccion persistente
por HPV-16%%4. Es de destacar que la prevalencia de la infecciéon por VPH-16 se
redujo significativamente en las universitarias que eran seropositivas al VPH-16 en
comparacion con las que fueron negativas para los anticuerpos especificos contra
el VPH-16, pero la prevalencia de otros tipos de VPH no se vio afectada. Esto
muestra claramente que la induccion de anticuerpos especificos contra la proteina
L1 de HPV-16 protege contra la infeccion por HPV-16, pero no protege contra otros
tipos de HPV, esto esta relacionado con otros estudios clinicos!95:106.107.108 - Qtro
hallazgo interesante fue el impacto negativo de la infeccion activa por VPH
observado en la seropositividad. Para el VPH-16, la presencia de infeccion activa
se asocié con porcentajes mas bajos de seropositividad. Estas observaciones
podrian deberse al largo tiempo de seroconversion informado para el VPH-16,
podria llevar entre 12 y 18 meses y no todos los individuos infectados se volveran

seropositivos100:101,

Por el contrario, la prevalencia de la infeccion por VPH-18 en las estudiantes

universitarias seronegativas y seropositivas para anticuerpos especificos contra el
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VPH-18 fue similar entre ambos grupos. Esto podria reflejar una inmunizacion
menos eficaz para los antigenos del VPH-18 o niveles protectores mas cortos de
anticuerpos neutralizantes; en apoyo de esta teoria en otros informes, los niveles
de anticuerpos contra el VPH18 son mas bajos que los observados para el VPH16
después de la vacunacién y tienen un efecto de descomposicion mas rapido a lo
largo del periodo de tiempo y 109.97:98.99 'nor |o tanto, la seropositividad no se refleja
necesariamente en el estado de proteccion. Curiosamente, observamos que las
universitarias seropositivas al VPH-18 tuvieron una reduccion en el ndmero de
infecciones por VPH-16, lo que sugiere la presencia de seropositividad para este
virus que podria estar asociada con la vacunacién, que incluye ambos virus. En un
analisis de mapa de calor, corroboramos que el 70% de las universitarias tienen
tanto anticuerpos especificos contra VPH-16 como contra VPH-18, sin embargo,
esta doble seroconversion no solo se asocia a la vacunacion, sino también a la
infeccion natural. Esto sugiere que las universitarias no vacunadas, que fueron
seropositivas para los virus HPV-16 y HPV-18 fueron infectadas por ambos virus o
existe una respuesta inmune cruzada, esta Ultima posibilidad también podria
explicar por qué las niflas seropositivas al HPV-18 no tuvieron una reduccion
significativa en la tasa de infeccion porque la respuesta inmune cruzada es menos
efectiva que la respuesta inmune directa contra el VPH110.111.112  Con base en la
efectividad de la vacuna contra el VPH en nuestro estudio, encontramos que la
eficacia de la vacunacién es mas baja que en otros informes. Kreimer et al en 2015
realizaron un estudio en el cual analizaron dos grupos de vacunacion los cuales son
dos ensayos clinicos controlados aleatorios, de doble ciego, de fase 3 de la vacuna
con adyuvante HPV-16/18 AS04 en mujeres jovenes, esos ensayos fueron
combinados en un analisis post cohorte (GlaxoSmithKline [GSK] e-track number
202142) para investigar la eficacia de una, dos y tres dosis de la vacuna HPV-16/18,
después de 4 afios de seguimiento, se comprobo6 que la vacunacion de mujeres de
15 a 25 afios, con una y dos dosis de la vacuna VPH-16/18 confiere una proteccion
contra las infecciones cervicales por VPH-16/18, de manera similar a la proteccion
proporcionada por el programa de tres dosis’®. Basu et al en 2021 demostraron que

una sola dosis de la vacuna contra el VPH brinda una proteccion similar contra la
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infeccion persistente por los VPH 16 y 18 a la que brindan dos o tres dosis. Los
autores mencionan que la eficacia ajustada de la vacuna frente a la infeccion
incidente por VPH 16/18 fue del 63,5% con una dosis Unica con una variacion muy

baja con dos o tres dosis’®.

El estudio tiene algunas limitaciones que deben tenerse en cuenta, aunque hubo
correlaciones estadisticamente significativas entre las variables, el nimero de
pacientes incluidos fue bajo. Solo se registraron algunos factores de riesgo
relacionados con el comportamiento sexual durante la inscripcién, como el numero

de parejas sexuales y la edad de inicio sexual.

En conclusién, este estudio muestra que la incidencia de infeccion por VPH de alto
riesgo fue mayor a la reportada previamente en algunas regiones de México, siendo
los genotipos VPH-18, VPH-31 y VPH-51 mas comunes para las estudiantes
universitarias. La prevalencia y la distribucion del genotipo del VPH proporciona la
base para disefiar programas de prevencion del VPH, incluida la vacunacion. La
observacion de que los anticuerpos especificos contra el VPH son principalmente
protectores para el virus utilizado en la inmunizacion es muy importante para la
aplicacion de las vacunas contra el VPH en cada region geografica donde los tipos
virales pueden cambiar, y sugiere que la nueva vacuna nonavalente seria mas
beneficiosa en nuestro pais, ya que tienen una prevalencia de diversos tipos de
VPH. Ademas, la cobertura de la vacunacién temprana en las jovenes que no han
padecido la infeccion por VPH es de vital importancia para reducir la prevalencia del
VPH. Este estudio se centr6 en una poblacion de alto riesgo de infeccion por VPH;
por tanto, los datos obtenidos pueden ser utilizados para el disefio de estrategias

dirigidas a esta poblacion.
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Conclusiones

Con los resultados obtenidos en el presente estudio se concluyé:

La incidencia de infeccidén por VPH en nuestro grupo de estudio fue mayor que en
la poblacién en general. Ademas, se reportdé una mayor prevalencia de genotipos
de VPH de alto riesgo. Se detecté una mayor frecuencia los genotipos de VPH de
alto riesgo VPH-18, VPH-31 y VPH-51. Estos resultados muestran que la incidencia
de infeccion por VPH de alto riesgo es mayor a la reportada previamente en algunas
regiones de México.

Se determind una correlacion entre los factores de riesgo asociados a la infeccion
por VPH, tales como una edad temprana de inicio de la actividad sexual y la
frecuencia de los casos negativos y positivos para el VPH. La edad promedio del
inicio de la actividad sexual fue de 17,78 £ 2,03 y 16,94 + 1,89 respectivamente,
demostrando que un inicio precoz de la actividad sexual aumenta las probabilidades
de contraer una infeccién por VPH.

Otro factor de riesgo observado fue el tener multiples parejas sexuales, esto se
encuentra relacionado con la alta prevalencia de los diferentes genotipos de VPH.
La media de nimero de parejas sexuales a lo largo de la vida fue de mayor en el
grupo de estudiantes positivas a infeccion por VPH. Estos resultados demostraron
gue un numero elevado de parejas sexuales, incrementa la probabilidad de contraer
uno de los genotipos de alto riesgo para VPH.

Se observd que los anticuerpos especificos contra el VPH son principalmente
protectores para el virus utilizado en la inmunizacion, esto demuestra que la
vacunacion es de vital importacién para prevenir infecciones contra los diferentes
genotipos de VPH en especial los clasificados como clase 1 considerados de alto
riesgo o cancerigenos. Es importante recalcar que la aplicacion de las vacunas
contra el VPH depende de cada regidon geografica donde los tipos virales pueden
cambiar. Se demostré que una y dos dosis de vacuna contra VPH confiere una
proteccion similar al esquema de vacunacion de tres dosis recomendadas para la

vacuna de VPH.
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Perspectivas

Este estudio conto con limitaciones las cuales deben de ser tomadas en cuenta,
tales limitaciones se encuentran relacionadas con un bajo numero de pacientes,
solo fueron registrados algunos factores de riesgo relacionados con el
comportamiento sexual, el hecho de que los pacientes no recordaran su esquema
de vacunacion, entre otros. Por lo anterior, para realizar un estudio mas completo
seria conveniente contar con un mayor numero de pacientes, a los cuales se les
sea solicitado sus registros de vacunacion a la hora de ingresar al estudio, esto con
la finalidad de conocer si cuentan con alguna vacuna que les confiera proteccion
contra el VPH, a su vez seria cuando menos interesante ver la diferencia en la
eficacia de la vacuna dependiendo de la marca de la misma, también seria
conveniente realizar cuestionarios mas completos y complejos en donde se incluyan
factores de riesgo y practicas riesgosas relacionadas con el comportamiento sexual,
asi mismo incluir preguntas mas especificas sobre los métodos de proteccidén que

usan los pacientes.
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