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Cancer

El cancer es la consecuencia de alteraciones genéticas y epigenéticas que
provocan la transformacion de células normales a células malignas, estos
cambios son; autosuficiencia en sefiales de crecimiento, insensibilidad a sefales
anticrecimiento, evasion de muerte celular programada, potencial replicativo
ilimitado, angiogénesis, invasiéon de tejido y metastasis (Hanahan y Wenberg,
2000).

Desde el punto de vista clinico el cancer es la principal causa de muerte por
enfermedad a nivel mundial, dentro de los cuales los principales tipos de cancer
son; pulmoén, colon, recto, estbmago, mama y cérvix. (IARC, 2009). El cancer
cérvico-uterino (CaCu) es la tercera neoplasia en mujeres a nivel mundial con
529,800 nuevos casos (Global Cancer Statistics, 2008) (figura 1) y es un
problema de salud publica en paises en vias de desarrollo, ya que 80% de los
casos se presenta en dichos paises (Parkin, 2005). En nuestro pais, esta
neoplasia es la segunda causa de muerte por cancer en mujeres con 11.2%, sélo

después de cancer de mama (INEGI, 2010) (figura 2).

Estimated New Cases Estimated Deaths

Male Female Male Female
Worldwide Lung & bronchus Breast Lung & bronchus Breast
1,095,200 1,383,500 951,000 458,400
Prostate Colon & rectum Liver Lung & bronchus
903,500 570,100 478,300 427,400
Colon & rectum Cervix Uteri Stomach Colon & rectum
663,600 529,800 164,400 288,100
Stomach Lung & bronchus Colon & rectum Cervix Uteri
640,600 513,600 320,6 275,100
Liver Stomach Esophagus Stomach
522,400 349,000 276,100 273,600
Esophagus Corpus uteri Prostate Liver
326,600 287,100 258,400 217,600
Urinary bladder Liver Leukemia Ovary
29/,300 225,900 143,700 140,200
Non-Hodgkin lymphoma Ovary Pancreas Esophagus
199,600 225,500 138,100 130,700
Leukemia Thyroid Urinary bladder Pancreas
195,900 163,000 112,300 127,900
Oral Cavity Non-Hodgkin lymphoma Non-Hodgkin lymphoma Leukemia
170,900 156,300 109,500 113,800
All sites but skin All sites but skin All sites but skin All sites but skin
6,629,100 6,038,400 4,225,700 3,345,800

Figura 1. Nuevos

GLOBOCAN 2008.
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Porcentaje de defunciones en mujeres debidas a tumores malignos (cinco principales causas)
1998-2008
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Nota: El porcentaje esté en relacion con el total de defunciones por tumores registradas en cada afio, en general y por sexo.
Fuente: INEGI. Estadisticas Vitales, 1998-2008. Bases de datos.

Figura 2. Porcentaje de muertes por tumores malignos en mujeres hasta 2008 (INEGI, 2011).

Cérvix uterino

El cuello uterino o cérvix, constituye la porcion inferior del Gtero que asoma a la

vagina. En el cérvix se distinguen dos partes:

Una interna llamada endocérvix que constituye un canal entre la cavidad uterina y
la vagina ademas de ser un epitelio columnar en monocapa con funciones
glandulares y otra externa, orientada hacia la vagina que se conoce como
exocérvix formado por un epitelio estratificado escamoso que normalmente esta
influenciado por actividad hormonal. La transicion entre el endocérvix y el
exocervix tiene lugar a nivel del orificio cervical externo en la pequefia porcion de
transicion escamo-columnar, la cual se modifica a lo largo de la vida como
consecuencia de partos y actividad sexual. Por debajo de los epitelios escamoso
y columnar se encuentra la membrana basal que es la encargada de dividir a
ambos epitelios del estroma, el cual es rico en fibras de colageno elasticas y
fibras musculares lisas lo que le confiere consistencia firme (Linhartova, 1978). En

la zona de transicidbn escamo-columnar es donde inicia la transformacion que da



origen a lesiones precursoras del CaCu las cuales han sido objeto diferentes

clasificaciones (figura 3).

Endocérvix Exocérvix

'

Figura 3. Morfologia del cérvix uterino.

(Tomado de http://www.msd.com.ar/msdar/patients/cancer/infeccionporvph.html)

Clasificacion de lesiones precursoras

George Papanicolaou describié una clasificacién citoldgica que consta de 5
grados progresivos; I, 11, 1ll, IV y V de acuerdo a distintas anormalidades celulares
(Papanicolaou, 1942), debido a que esta clasificacion provocaba diferencias en
los criterios del observador, Richart propuso en 1967 el término de neoplasia
intraepitelial cervical de grado I, Il 'y Il (NIC I, Il y lll). Dado que aun existian
diferencias en el criterio para determinar el tipo de lesion, en 1988 se realiz6 la
clasificacion de Bethesda que divide las lesiones precursoras en; intraepiteliales
escamosas de bajo grado (LIEBG) y lesiones intraepiteliales escamosas de alto
grado (LIEAG) (National Cancer Institute Workshop, 2004) (figura 4). Se sabe que
10 a 20% de las pacientes con NIC | progresan hasta NIC II/lll de los cuales 30 a
40% pueden progresar a cancer (McCredi y colaboradores, 2008).



Tamizaje de lesiones precursoras

La prueba para la deteccion oportuna de lesiones precursoras del CaCu conocida
como prueba de Papanicolaou (PAP) (Papanicolaou, 1942) ha permitido reducir la
incidencia y mortalidad por CaCu en dos tercios del total de estas neoplasias a
nivel mundial (Burd, 2003).

La prueba de PAP se realiza mediante la tincion de células endo y exocervicales
que son obtenidas por el raspado de un cepillo especial o espatula, una vez
obtenidas las células estas se montan y fijan en laminillas para su posterior
andlisis. Las muestras deben contar con una cantidad adecuada de ambos
epitelios columnar y estratificado para realizar el diagnéstico, de lo contrario la
muestra se considera no adecuada para diagnéstico (Cross, 1989).

Esta prueba tiene limitaciones por la toma inadecuada de las muestras analizadas
gue consiste en casi 8% y resultados falsos negativos de hasta 20-30 % (Burd,
2003). En México, se han reportado falsos negativos de 3 hasta 53%, pese a ello
se ha logrado la disminucidbn de muertes por cancer principalmente por el
aumento en la cobertura en México mediante el uso de PAP (36% de 1990 -
2006) y por la reduccién en la tasa de partos (Lazcano, 2008). Actualmente es de
gran importancia que la estrategia de tamizaje se realice de la manera mas

adecuada para prevenir errores de diagndésticos.

Para pacientes con resultado del PAP no determinado (aquellas muestras en las
cuales las alteraciones celulares no permitieron dar un diagnéstico concreto), asi
como para confirmar lesiones precursoras o alteraciones que sean sospechosas y
se requiera realizar toma de biopsia, se puede recurrir al método de colposcopia.
Sin embargo, esta prueba es costosa y no esté al alcance de la poblacion abierta
(Ronco y Rossi, 2008). Aunado a esto, en México datos actuales muestran que el
analisis colposcopico tiene una alta sensibilidad de 72%, aunque la especificidad

es muy baja de 6%, lo que provoca que el diagnédstico y tratamiento de lesiones



precursoras no sea el adecuado (Mendoza, 2008). Por lo cual es necesario
mejorar la calidad en la prueba de PAP, para ello se han desarrollado otros
métodos de deteccién y prevenciéon cada uno con sus respectivas ventajas y

desventajas, las cuales se describen a continuacion.

Citologia liquida. Permite distribuir a las células en una capa fina para su mejor
observaciéon y diagndstico (Sherman, 1994). Actualmente, esta técnica se
considera una opcion de mejora en la sensibilidad y especificidad en las pruebas
de tamizaje por citologia. Sin embargo, el acceso a este tipo analisis es limitado,
debido al alto costo de reactivos y equipo especializado, ademas que el beneficio
de esta prueba respecto al PAP convencional, actualmente se encuentra en
discusién (Sykes, 2008; Harbin, 2008; Garbar, 2005).
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Figura 4. Grado de progresion de lesiones precursoras en citologia exfoliativas.

Factores de riesgo asociados a CaCu

Desde 1974 se sugirié la asociacion de VPH y CaCu (Zur Hausen) y fue hasta
1995 que la IARC (International Agency Research Cancer) establecié que VPH es
un agente carcinogénico tipo I. Este virus es el principal factor asociado a CaCu y
sus lesiones precursoras, ya que se ha detectado en aproximadamente 99% de
CaCu a nivel mundial (Walboomer, 1999). Los VPH son virus de DNA de doble



cadena que infecta epitelios de tipo epidérmico y mucoso. Se ha estimado que
aproximadamente 80% de las mujeres con vida sexual, alguna vez ha tenido
infeccion por VPH (Stanley, 2010).

Sin embargo, la infeccion por este agente por si misma no es suficiente para el
desarrollo de CaCu ya que sélo un pequefo porcentaje de las infecciones persiste
y puede generar lesiones precursoras 0 CaCu; por lo que existen factores
asociados en el desarrollo de CaCu adicional a la infeccién con VPH (Figura 5).

a) Uso prolongado de anticonceptivos hormonales. La region reguladora del
genoma viral contiene elementos de respuesta a glucocorticoides, inducibles por
hormonas esteroides como la progesterona (componente activo de los
anticonceptivos orales) y la dexametasona (Negrini 1990).

b) Numero de partos; Se ha observado que la prevalencia de VPH en mujeres es
mayor de acuerdo al nUmero de partos que haya tenido la mujer a lo largo de su
vida ya que en cada parto el cérvix sufre alteraciones morfolégicas y

estructurales.

c) Inicio de la vida sexual a temprana edad. Esto se basa en riesgo de infeccion y
el tiempo de exposicion al VPH.

d) Elevado numero de parejas sexuales. Conforme aumenta el nUmero de parejas
sexuales también se incrementa la probabilidad de contraer la infeccién por el

virus o incluso de adquirir infecciones mdltiples.

e) Predisposicion genética. La carga genética afecta la susceptibilidad a ser
infectado por VPH, debido a deficiencias en el sistema inmune que permite la
evolucion del ciclo viral que llevan consigo el desarrollo de lesiones precursoras
(Magnusson, 2008).
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Figura 5. Factores de riesgo asociados al desarrollo de cancer cervicouterino.

Clasificacion de VPH

La taxonomia de los Papiloma Virus, esta organizada como miembro de la familia
Papillomaviridae que consta de 16 géneros, de los cuales, el género alfa contiene
a los virus que infectan epitelios humanos (Figura 6) y estd conformado por 15
especies que a su vez se dividen en tipos, subtipos y variantes de acuerdo a la
diferencia en la secuencia del gen L1 (gen codificante de la principal proteina

estructural de la capside), >10%, 2-10% y <10% respectivamente (Ulrich, 2005).

Actualmente se conocen 130 tipos virales, los cuales se han dividido
epidemiolégicamente de acuerdo al grado de asociacion con el CaCu; a) Alto
Riesgo VPH16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82, b)
Probable Alto Riesgo VPH6, 23 y 53 c¢) Bajo riesgo VPHG6, 11, 12, 42, 43, 44, 54,
61, 70, 72 y 81 (Mufioz, 2004).
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Figura 6. Arbol filogenético del genero alfa del Virus de Papiloma, donde se encuentran los

principales tipos virales que infectan a los humanos (tomado de Burk y colaboradores 2009).

Estructuray funcion

El genoma de VPH estd conformado por 8 kpb divididas en tres regiones
principales; region temprana (E), region tardia (L) y region larga de control (LCR),
la cual no se transcribe. Los 2 genes tardios (L1 y L2) dan origen a las proteinas
de la capside conformada por 72 capsémeros (Hummel y cols, 1992) Los genes
tempranos E1, E2, E4, E5, E6 y E7, son los que se encargan de regular el ciclo
del virus en las células huésped, de los cuales los tres ultimos son los principales
responsables de la capacidad oncogénica del virus al inducir inmortalizacion
celular (Doorbar, 2005).

La infeccion se lleva a cabo en las células basales del epitelio cervical por la

interacciéon de la proteina L1 con proteoglicanos de union a la membrana,

12



mientras algunos tipos virales la endocitosis se lleva a cabo por la via de las

clatrinas (Horvat y colaboradores, 2010).

Una vez que el virus ingresa a la célula su genoma se mantiene en forma
episomal, los genes E1 y E2 se expresan formando un complejo proteico E1-E2 el
cual se une a la regién larga de control para iniciar el proceso de replicacion, E1
tiene actividad helicasa mientras E2 regula la transcripcion de los genes
tempranos ocupando el sitio del promotor que regula a estos genes (Wilson y
colaboradores, 2002) cuando el nivel de E2 es bajo, se une al promotor
mencionado e induce la transcripcidon del resto de los genes tempranos, por otra
parte, en altas concentraciones esta misma proteina reprime la transcripcion de
los genes tempranos bloqueando la unién del de la maquinaria de transcripcién al
sitio te inicio de la transcripcion (Steger y Corbach, 1997). La funcién de E4 aun
no esta totalmente clara pero se sabe que regulan la expresion de las proteinas
tardias (Fhermann y colaboradores, 2003). Adicionalmente E5 es una proteina
hidrofébica que se une a membranas evitando que esta sea sensible a factores de
crecimiento normales (Conrrad y colaboradores, 1993; Leechanachai vy
colaboradores, 1992; Tomakidi y colaboradores, 2000; DiMaio y colaboradores,
2001). Mientras que, en particular E6 y E7 inactivan a las proteinas supresoras de

tumor pRb y p53, respectivamente, (Ganguli y Parihar, 2009).
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Figura 7. Genoma de VPH. Tomado de Human Papillomavirus and Cervical Cancer, Burd 2003.

L1 y L2, genes estructurales de la capside (barras en amarillo). E1, E2 y E4, genes reguladores
del ciclo viral (barras en verde). E5, E6 y E7, oncogenes virales (barras en rojo). LCR, Region
Larga de Control (Linea azul).

EPIDEMIOLOGIA DE VPH

A nivel mundial los tipos virales VPH 16 y 18 se han encontrado presentes en
70% de los casos de CaCu, seguido por VPH 31 y 33 (Bosch y colaboradores,
1995), VPH 6 y 11 son los principales causantes de verrugas anogenitales
(Heinzel y colaboradores, 1995) y los tipos 2, 27 y 57 se han asociado a verrugas
comunes (Chang y colaboradores, 1997). Mientras que en epitelio cervical normal
se ha encontrado en promedio 10% de infeccion en mujeres con epitelio sin

anormalidades citologicas (Sanjose y colaboradores, 2007).

Como se habia mencionado anteriormente, una variante viral difiere en menos del
2% de la secuencia del gen L1 y se han caracterizado variantes geograficas de
los tipos 16 y 18 las cuales son: Europea (E), Asiatica (As), Americana (A),

Asiatico-Americana (AA) y Africana (Af). Algunas de estas variantes se han

14



asociado a la persistencia de infeccion por VPH (Londesborough y cols, 1996, Xi,
2006). De manera particular en un estudio realizado con muestras tumorales de
22 paises, la variante Europea de VPH16 se encontr6 en 92% de los casos
(Yamada y colaboradores, 1997).

VPH EN MEXICO

En nuestro pais se ha realizado la deteccion de VPH en citologias exfoliativas
cervicales, donde la prevalencia va desde 8 — 23%, dentro de este porcentaje los
principales tipos encontrados han sido de alto riesgo, de los cuales se destacan
VPH16, 18, 58 y 31 (Lazcano y colaboradores, 2001 Pifia 2006; 2010; Veldzquez
2009; Lazcano, 2010), mostrando una mayor frecuencia en mujeres menores de
25 afios de edad y en aquellas que rebasan los 50 (Lazcano y colaboradores,
2001). Sin embargo las diferencias en estos porcentajes de infeccion por VPH
posiblemente se deba a la diferentes estrategias para la deteccion viral utilizadas
en cada estudio.

Pese a la asociacibn de VPH con lesiones precursoras y CaCu, estudios
realizados en México han reportado la infeccién por VPH del 29 al 90% en LIEBG
y LIEAG, destacando los tipos de alto riesgo 16,18, 31, 35, 55 y 58 (Aguirre, 2007;
Velazquez, 2009; Pifa, 2006; Lopez 2008; llliades, 2010; Gonzalez, 2004; Canul,
2010). Sin embargo en el estudio realizado por Canul en 2010, adicional a la
deteccion de VPH, se identific6 falta de correlacion entre el diagndstico
colposcopico y citopatolégico en muestras diagnosticadas como LIEAG y CacCu,
lo que sugiere que la variacion entre los resultados de deteccion de VPH en este

tipo de lesiones pueden ser ocasionada por errores en la clasificacion diagndstica.

Respecto a las variantes virales en México, se llevo a cabo un estudio de casos y
controles en el cual se analizaron las secuencias de los genes E6 y L1 de HPV16,

obteniendo como resultados que en los casos con cancer, 23% pertenecen a las

15



variantes AA 'y 27% a variantes E, mientras que en el grupo control sélo el 1%
pertenecia a variantes AA y 10% a variantes E. En general, las muestras con
variantes AA se encontraron tanto en pacientes con cancer escamoso coOmo en
adenocarcinomas, mientras que la variante E solo en cancer escamoso (Berumen
y cols 2001). Lizano y colaboradores (2006) determinaron que variante AA
subtipo ¢ de VPH16 solo se presentaba en CaCu, mientras que la variante E de
VPH18 presentaba alta prevalencia en CaCu. En contraste un estudio realizado
en San Luis Potosi reporté 94% de variantes E en LIEBG, LIAG y CaCu, siendo la
variante A334G la de mayor frecuencia. Los resultados de estos estudios
demuestras diferencias en la distribucion de variantes geogréficas de VPH (Ho y

colaboradores, 1993).

Prevencion del CaCu

En la actualidad la implementacién de estrategias para prevenir el CaCu se
enfoca en dos aspectos: la prevencion primaria basada en la vacunacion y la

prevencion secundaria basada en la deteccion molecular de VPH.

La vacuna contra VPH solo protege contra la infeccidén de 4 tipos virales (Gardasil,
Merck), dos de alto riesgo 16 y 18 que juntos representan el 70% de los casos de
CaCu y dos de bajo riesgo 6 y 11 causantes del 90% de las verrugas genitales
externas (Juarez y Juarez, 2008). Adicional a esto, existen reportes donde se
identifica proteccién cruzada para los tipos virales VPH31 y 45 (Kemp y cols,
2011). Por su parte, Meijer (2000) recomienda ademas de la prueba de PAP,
realizar la deteccion molecular de VPH en mujeres mayores de 35 afos, a fin de

lograr una reduccion significativa del CaCu en América Latina.
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Deteccién molecular de VPH

Esta evita errores de diagndstico por apreciaciones subjetivas (Wright, 2007).
Debido a la relacién entre el riesgo de progresion a cancer con el tipo viral, es de
gran importancia realizar la genotipificacion, estado de integracién del ADN viral y
expresion de sus genes para mejorar la efectividad en la prevencion de CaCu
(Gaelle y cols, 2008). Existen diferentes métodos moleculares para la deteccion
de VPH tales como: a) captura de hibridos (digene Hybrid Capture 2 High-Risk),
que es capaz de detectar VPH de alto riesgo, aunque no permite identificar el tipo
viral esta presente, b) HPV DNA Test que detecta 13 tipos virales de alto riesgo,
c) Linear Array ROCHE capaz de detectar 37 tipos virales de los cuales 15 son de
alto riesgo, ) Amplicor (COBAS), detecta la presencia de tipos virales de alto
riesgo, f) Inmunohistoquimica, para identificar la proteina p16, la cual es producto
del gen p16INK4 un inhibidor de cinasas de pendiente de ciclinas cuya sobre
expresion se ha relacionado con la presencia de pRB disfuncional por la unién de
VPH16 E7.

En la actualidad uno de los métodos mas utilizados es PCR y secuenciacion, ya
que esto permite determinar el tipo viral ademas de tener una sensibilidad del
99.5% y especificidad del 97.5% (Gutiérrez y col, 2009) mientras que los métodos
por hibridacion, permiten identificar mas de un tipo viral presente en la muestra
pero por desgracia este no diferencia si el virus se encuentra de manera activa

(Gutiérrez y colaboradores, 2009).

Respecto a la deteccion por PCR se utilizan oligonucleétidos (cebadores),
especificos para la deteccion de VPH de alto y bajo riesgo llamados GP5+/GP6+
(permiten detectar 23 tipos virales) y MY11/MYQ9 (detectan mas de 23 tipos),
ambos juegos de cebadores amplifican una region de la secuencia del gen L1 de
donde se obtiene la secuencia especifica de cada tipo viral (Gravitt y cols, 2000;
Coutlée y cols, 2002). Sin embargo, este método de deteccion a pesar de ser

altamente especifico no permite identificar maltiples infecciones virales en una
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misma paciente (Weimin y cols, 1997). Se ha demostrado que ambos juegos de

cebadores usados en conjunto mejoran la sensibilidad de deteccién disminuyendo

los falsos negativos e incluso realizando experimentos con PCR anidada o

parcialmente anidada se han podido identificar una mayor variedad de tipos

virales (Lee y cols, 2007 y 2009), mientras que otros autores plantean que los

cebadores llamados MY detectan mayor numero de tipos virales (Francois y cols,

2002).

Tabla 1. Comparacion de métodos para la deteccion de VPH, Tomado de, Gutiérrez y

colaboradores, 2009

Comparacién entre diferentes pruebas de deteccion de VPH

Prueba

Papanicolaou
Colposcopia
Virpap/Vira type
PCR-Restriccion
ICaptura de Hibridos

Captura de Hibridos
1l

INNO-*LIPA
deteccion y ensayo
de genotipificacion
Reverse-Line blot

Prueba AMPLICOR
VPH

Linear Array VPH
COBAS TagMan
VPH
*ELISA-*VLP-16

ELISA-Early proteins

Detecta

Células
anormales
Neoplasia

cervical

ADN de VPH
ADN de VPH
ADN de VPH

ADN de VPH

ADN de VPH

ADN de VPH

ADN de VPH

ADN de VPH
ADN de VPH

Neutralizando
anticuerpos
Anticuerpos

para E4y E7

Uso

Posibles lesiones cervicales
Lesion cervical

Deteccion de 7 tipos de
VPH

Deteccion y genotipificacion
Deteccion de 9 tipos virales
de alto riesgo y 5 de bajo
riesgo

Deteccion de 13 tipos
virales de alto riesgo y 5 de
bajo riesgo

Deteccion y genotipificacion
de 25 tipos virales de bajo y
alto riesgo y B globulina
Deteccién y genotipificacion
de 27 tipos virales de alto y
bajo riesgo y B-globulina
Deteccion de 13 tipos
virales de alto y bajo riesgo
y B-globulina

Deteccion y genotipificacion
de 37 tipos anogenitales
Alto riesgo y carga viral

Exposicion a VPH
Marcadores serolégicos de

ciclo viral y progresion de
lesiones

Sensibilidad

50-84%
95%
79%

99.5%
71.2%

1000 copias de
ADN viral 6 0.2-
1pg de ADN de
VPH >96%
98.4% media —
severa discariais

10-100 copias /
PCR

100 copias/ PCR
de tipos de alto
riesgo 95.2%
Aun en pruebas
Aun en pruebas
53%

67%

Especificidad

91.25%
63.75%
79%
97.5%
88.9%

66.7%

79.4%

Baja reactividad
cruzada entre tipos
No reactividad
cruzada entre tipos

de bajo y alto riesgo
96.7%

97%

78%

Lesiones

asociadas
Posible lesién
cervical
Lesioén cervical

Cancer invasivo
NIC Il

Cancer cervical
HSIL

Depende de la
carga viral HSIL
(NIC 11y 1)

Prevalencia de
VPH

Prevalencia de
VPH

Prevalencia de
VPH aumenta junto
con la severidad de
la lesion. NIC II-111
y HSIL

Infecciones
mlltiples

Prueba de tamizaje

Cancer cervical

Anti E4: LSIL
Anti E7: cancer
cervical y mal
pronostico

*LiPA. Line Probe Assay.

Particles

*ELISA. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay. *VLP. Virus Like
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Prevencion oportuna de CaCu

En México se cuenta con la Norma Oficial Mexicana NOM-014-SSA2-1994, para
la prevencién, deteccion, diagnéstico, tratamiento, control y vigilancia
epidemiolégica del CaCu, que consiste basicamente en la prueba del PAP y se
recomienda de la deteccion molecular de VPH pero dicha recomendacion no se
estipula como responsabilidad de las instituciones de salud. Sin embargo existen
problemas de diversa indole que no han permitido disminuir los altos indices de
morbi-mortalidad del CaCu de forma significativa, entre los cuales se encuentran:
factores economicos, culturales y sociales. Por ultimo, la falta de infraestructura,
personal capacitado y falta de fondos de financiamiento hacen aiun mas dificil el
manejo de esta enfermedad en paises en vias de desarrollo (Cronje, 2004). A
nivel mundial, se plantea como estrategia de prevencion del CaCu que mujeres
con estudio de PAP con diagndstico normal, debera realizarse la prueba de VPH
por captura de hibridos (HC) en pacientes mayores a 25 afios de edad (Programa
de Accibén: Cancer cérvico uterino), si esta es negativa entonces dicho examen
debera realizarse dentro de 2 a 3 afios posteriores, pero si este resultado es
positivo deberan repetir la citologia y la prueba de VPH dentro de los proximos 6 y
12 meses. Mientras tanto en México, si el resultado de PAP es considerado como
normal en dos ocasiones consecutivas se recomienda realizar la siguiente prueba

una vez transcurridos 36 meses (figura 8).

Pap normal Pap 36
2° afo. I T = masas
despuéas

Pap normal

Diagnéstico: Tr
LIEBG, LIEG
1O LA ¥ vigilancia

Pap LIEBG,
LIEAG, CaCu

i Colposcopin  ——

[=] Pap 6

o |
Mormal | despudss

Figura 8. Algoritmo de tratamiento en base al informe de citologia con prueba de PAP y VPH
segun el programa de accion: Cancer cérvico uterino basado en la NOM-014-SSA2 modificada en
2006. Como apoyo a la deteccion oportuna de CaCu adicional a la prueba de Pap. Se recomienda

si es que las pacientes pueden tener acceso a la prueba de deteccién de VPH.
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Justificacion

Debido a la baja especificidad y sensibilidad en el diagnostico de lesiones
precursoras de CaCu mediante la prueba de PAP, se ha propuesto a la deteccion
molecular de VPH como estrategia auxiliar para la prevencion de CaCu. Sin
embargo, la implementacién de pruebas moleculares no se han establecido como
métodos de rutina en nuestro pais, por lo que en el presente estudio se plantea
realizar la deteccion molecular del VPH en citologias cérvicovaginales en un
grupo de mujeres que acuden al Programa de Deteccion Oportuna del Cancer
(PDOC), con la finalidad identificar aquellas pacientes que estén infectas por el

agente etiol6gico de CaCu.

Objetivo general.

Identificar los tipos de VPH en citologias cérvico-vaginales de pacientes que

acuden al PDOC.

Objetivos particulares.

% Determinar la frecuencia de infeccion de VPH de alto y bajo riesgo en

pacientes que acuden al PDOC.

% Identificar los tipos virales de mayor frecuencia y su asociacion con el

diagnéstico citopatologico.

¢ ldentificar los cambios de secuencia de los VPH presentes.
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Materiales y métodos

Figura 9. Representacién de la metodologia seguida durante el trabajo. La prueba de PAP se
realiz6 de manera rutinaria en las clinicas correspondientes de las pacientes al igual que el

diagnéstico citopatolégico.

Material bioldgico

Se obtuvieron 352 muestras de cérvix por citologia exfoliativa de mujeres que
acuden PDOC realizarse la prueba de PAP en clinicas de primer nivel de
atencion, del Distrito Federal durante el periodo 2009 y 2010. Previo a la toma de
muestra las pacientes firmaron carta de consentimiento informado para el ingreso

de su muestra al presente trabajo de investigacion, ademas de llenar una hoja de
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datos clinicos para su posterior andlisis. Se tomo las muestras para PAP de
manera rutinaria por medio de extendido en lamilla y fijado en el momento para su
diagnostico de PAP. Las células remanentes en el cepillo cervical, las cuales
representan aproximadamente 80%, fueron fijadas y almacenadas a 4°C para su

posterior procesamiento en laboratorio.

Extracciéon de ADN

Posterior a la obtencion de muestras se realizo la extraccion de ADN utilizando el
kit Wizard DNA Purification (Promega, USA), para corroborar la integridad del
ADN se resolvio en gel de agarosa al 1.5% con bromuro de etidio, posteriormente
el ADN se cuantifico por medio del espectrofotémetro Nanodrop (N-1000 V3).

Deteccion de VPH por PCR

Se realiz6 PCR usando como los cebadores GP5+F, TTT GTT ACT GTG GTA
GAT ACT AC, GP6+R GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C que amplifican
141pb del gene L1, siguientes condiciones: Taq buffer 1X, MgCl 2nM , dNTPs
0.2nM, GP+5/6 25pMol, Taq DNA pol 1 unidad por reaccidon en las siguientes
condiciones: 94°C 5min, 40 ciclos de 94°C 40 s, 44°C 60 s, 72°C 40 s y extension
final de 72°C 5 min. Se utilizaron los cebadores MY11 GCM CAG GGW CAT AAY
AAT GG, MY09 CGT CCM ARR GGA WAC TGT TAT C que amplifican 451pb del
gen L1. Cada reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 25ul con 1nM de
cada cebador, 3.5nM de MgCI, Taq buffer 1x, 1U de Tag DNA polimerasa marca.
Las condiciones de ciclado para MY11/09, 94°C 5 min, seguido por 40 ciclos de
94°C 30 s, 55°C 50 s y 72°C 60 s con una extension final de 72° 5 min.
Finalmente se realizé la PCR con los cebadores GP6+/MY11 (183pb) utilizando;
Taq buffer 1X, MgCl 3mM, dNTPs 0.3nM, GP6+/MY11 pM, Taq DNA polimerasa 1
unidad por reaccion en un volumen final de 25ul, con las condiciones de ciclado:
94°C 10 min, 30 ciclos de 94°C 30 min, 47.5°C 30 seg, 71°C 60 seg y 72°C 5
minutos. Las reacciones se llevaron a cabo en el equipo C1000 Thermal Cycler
(BIO RAD, USA C1000). Como control positivo se utilizé la linea celular Hela
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infectada por el VPH tipo 18. En la figura 10 se muestra la secuencia del gen L1y

la zona que amplifica cada juego de cebadores.

Figura 10. Regién amplificada por cada juego de cebadores.

Secuenciacion

En las muestras positivas se purificaron las bandas correspondientes al producto
de amplificacion de 451pb (MY11/09) y 141pb (GP+5/6) del gel de agarosa al
1.5%, mediante el uso de columnas Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(PROMEGA, USA), para posteriormente ser marcadas para secuenciacion por
medio del kit Big Dye Terminator v3.1 y secuenciadas en el equipo ABI PRISM
3100 bajo las condiciones indicadas por el fabricante. Las secuencias se
analizaron con el programa MEGA 4 para ser alineadas con la herramienta y base
de datos Basic Logic Alignment Search Tool (BLAST)

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) para poder identificar el tipo viral.
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Anadlisis de secuencias

Una vez obtenidas las secuencias estas se editaron con el programa MEGA 4
(Tamura, Dodley, Nei y Kumar 2007) corroborando que no existieran errores de
lectura en cada electroferograma. Para determinar el tipo viral estas secuencias
se alinearon con la herramienta Blasnt en PubMed

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Posteriormente se realizdé el alineamiento

de las secuencias de proteinas obtenidas con las referencias con el programa
tblastn para identificar si existian cambios en la secuencia de aminoacidos de la
region de proteina L1, de acuerdo a la secuencia de referencia de cada tipo viral

previamente determinado.
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RESULTADOS

Se obtuvieron 352 citologias exfoliativas con sus respectivos cuestionarios y
formato de consentimiento informado, de los cuales fueron que 31.7% de las
pacientes utilizaron métodos anticonceptivos hormonales, 28.3% indicaron el
consumo de cigarro de manera cotidiana, 13.7% respondieron haber consumido
bebidas alcohdlicas, 39% de las pacientes dijeron tener antecedentes de algun
familiar con cancer siendo la madre el familiar mas comun con este padecimiento
y cuando se les cuestiond sobre el resultado de su ultimo Pap. 48.4% dijeron
haber tenido resultado normal (Tablas 2 y 3)

Tabla 2. Datos clinicos obtenidos de las pacientes.

Método anticonceptivo Ninguno 30.3 351
Hormonal 31.7
Condoén 3.1
DIU 17.9
Histerectomia 6
Otro 10.5
Consumo de cigarro Si 28.3 351
No 1.7
Tiempo de consumo Casual 69.9 168
0 — 7 afios 6.6
>8 afios 23.8
Consumo de bebidas Si 13.7 351
alcohdlicas No 86.3
Antecedente familiar Si 39 351
con cancer e 61
Parentesco Madre 12.2 352
Padre 43
Hermano/Hermana 5.7
Tio/Tia 7.7
Primo/Prima 2.0
Abuelos/Abuelas 71
Ninguno 61.1
Resultado de ultimo Pap. Infeccién por bacterias y/u hongos 17.0 351
Inflamacién 14.0
Lesién precursora 1.7
VPH 8.0
No sabe 9.4
Cacu 1.4
Normal 48.4
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Tabla 3. Promedio de datos clinicos.

Media D.E.(x) N

Edad 47 1351 342
No. De embarazos 3 2 346
Inicio de vida sexual 20 5.3 343
No. de parejas sexuales 2 2 350
Edad de primera 17 16 351

visita al ginecdélogo

Deteccién de VPH

Se identificaron 14 (4%) muestras positivas a VPH con los cebadores
GP5+/GP6+, 16 (4.5%) casos positivos con los cebadores MY11/09 y 36 (10.23%)
con la combinacion GP6+/MY11 dando como resultado final 36 muestras positivas
a VPH, de este modo el porcentaje de deteccion de VPH incrementd de 4.5% a
10.23% por la combinacion de los cebadoresGP6+/MY11 (Tabla 4).

Tabla 4. Deteccién de VPH con distintos juegos de iniciadores.

Cebadores GP5+/GP6- MY11/MYQ9 MY11/GP6+
Numero de casos 14 16 36
positivos
Tipos virales 16, 18, 35, 45, 53,70, 81 16, 18, 35, 45 62, 67 y 16, 18, 35, 84, 31, 45, 52,

y mdltiples infecciones 81 53, 61, 62, 67, 70, 81 y

multiples infecciones

Con la combinacion MY11/GP6+, se incrementé el nimero de casos positivos para VPH.

Una vez identificados los casos positivos, las muestras se secuenciaron,
obteniendo 26 secuencias (Figura 1la), es decir 72% de los casos resultaron
positivos a VPH. En las restantes 10 muestras (28%) no se logro identificar el
tipo viral debido a que en los electroferogramas obtenidos se presentaban
secuencias sobrelapadas, debido a la presencia de mas de un tipo viral en cada
muestra (Figura 11b), por lo que mediante el método de secuenciacion no se

logro definir el tipo viral de estas 10 muestras.
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220 80 90 100

190 200 210
AAATTATGGCCTACCTGC AT AATAT GAACAAGG AC ATGT T AGATATGATTC GCTGCACTTATC AAT AT

Figura 12. A). Electroferograma para obtener secuencia de VPH, la secuencia se puede apreciar
claramente. B). Electroferograma con secuencias sobrelapadas, no permiten identificar una

secuencia para su alineamiento y tipificacion viral.

Tomando en cuenta s6lo aquellos casos en los que se logré determinar el tipo
viral (26 muestras) se identificaron 13 diferentes tipos; 16 (15%), 18 (19%), 31
(4%), 35(12%), 45 (4%), 52 (8%), 53 (4%), 61 (8%), 62 (4%), 67 (4%), 70 (8%),
81(4%) y 84 (8%). Segun la clasificacibn oncogénica dada por Mufioz y
colaboradores en 2003, 62% de los casos fueron de alto riesgo oncogénico (AR),
4% probable alto riesgo (PAR), 19% bajo riesgo (BR) y 15% restante con riesgo
aun no determinado (RND). Los tipos virales con mayor porcentaje fueron los
asociados AR y PAR, juntos suman el 66%, mientras que el restante 34% fue de

los tipos virales de BR y RND (Figura 12).

H AITORIESGO
PROBABLE ALTO RIESGO

L BAJORIESGO
W NO DETERMINADO

Figura 12. Porcentaje de VPH de acuerdo a su clasificacion de oncogénica. Los principales tipos

virales de alto riesgo son VPH16, 18 y 35. Estos datos se basan en las 26 muestras que pudieron

ser tipificadas por secuenciacion.
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El rango de edad de las pacientes con resultado negativo a VPH fue de 16 a 80
afos, la media fue 48 y el 50% de estas pacientes se encuentra en el rango de
48-56. La edad de las pacientes infectadas con VPH AR fue de 20-60, la media de
38 y 75% estan por debajo de los 38 afios. En pacientes infectadas con VPH BR
las edades van desde los 22-62, la media es de 44 y el 75% de las pacientes
estan por debajo de los 42. En el caso de las pacientes infectadas con VPH de
PAR, el 100% se encuentran en los 40 afos. Las pacientes infectadas con tipos
virales de RND se encuentran en el rango de de 47-51, la media es de 50 afios y
el 50% de las pacientes tienen entre 48 y 51 afios. En pacientes infectadas por
VPH pero con resultado de tipo viral no identificado (TNI) las edades van desde
los 30 hasta los 68, la media es de 51 y el 75% de las pacientes estan entre los
51-67 afios (Figura 13).

80 -

70
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=
= 50 I
2 I | —
= |
g 40 —
(T%]

30

20 I

10

Negativo AR BR PAR RND TNI

CLASIFICACION VIRAL

Figura 13. Rangos de edad en los que se encuentran los tipos virales de acuerdo a su
clasificacion oncogénica. TNI=Tipo viral No Identificado por secuenciacion, este grupo

de pacientes presentaron coinfecciones.

De manera mas especifica en la figura 14 se pueden observar los porcentajes de
infeccién de acuerdo a los rangos de edad, donde la infecciéon por Papiloma AR
es mas frecuente conforme aumenta la edad de las pacientes, la infeccion por BR

se presenta principalmente en los rangos <24 y 49 — 60 afios de edad.

28



_ W Riesgo no Determinado
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Porcentaje infecciéon por VPH

Figura 14. Frecuencia de infeccion por VPH de acuerdo a edad.

En la figura 15 se puede apreciar que en las muestras con tipo viral no
identificado por secuenciacion, el nUmero de partos va desde 0 hasta 7, la media
es de 3, mientras que el 75% de las pacientes tuvieron de 3 a 7 partos y solo una
paciente con tipo viral no identificado tuvo 19 partos.

20
15~

10

NUMERO DE PARTOS

o

-
-
T 1 B ] T
Negativo AR BR PAR RND TNI
CLASIFICACION VIRAL

Figura 15. Nimero de partos de acuerdo a la clasificaciébn oncogénica de las muestras
infectadas con VPH.

* = datos fuera de las distribucién normal de cada grupo)
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Detecciédn de coinfecciones

Como se explicd previamente, la secuenciacion no permite la identificacion de
infecciones multiples por VPH. Por lo tanto se empled la prueba Linear Array
Genotyping Test de ROCHE™ | |a cual consiste en la genotipificacion de hasta 37
tipos virales presentes en una muestra mediante PCR e hibridacion reversa en
linea, ademas de incorporar como control positivo b-globina dentro del mismo
ensayo. Fue asi como las 10 muestras no tipificadas por secuenciacion, mas una
muestra previamente identificada con VPH16, se procesaron segun las

instrucciones dadas por el proveedor para esta prueba de genotipificacion.

En la figura 16 se muestran ejemplos de los resultados obtenidos por la prueba de
Linear Array. Como se esperaba, se detectaron infecciones mdultiples por VPH,
donde las muestras presentaron infeccion de 2 a 10 tipos distintos por muestra.
En total se detectaron 17 Papilomas distintos; VPH16, 18, 35, 45, 51, 53, 55, 56,
61, 62, 66, 67, 69, 70, 71, 82,y 84. De estos 53% fueron de AR, 6% PAR, 6% BR
y 35% RND, los tipos virales mas frecuentes fueron VPH 51 y 62 (figura 17). LA
muestra previamente tipificada por secuenciacion mostro el mismo resultado,
VPH16.
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Figura 16. Resultado de Linear Array de muestras que no se logré determinar el tipo viral por el
método de secuenciacién debido a infeccion multiple de VPH. a) Muestra positiva para VPH16
previamente por secuenciacion, b) muestra positiva para VPH 51y 62, c) muestra positiva a VPH
con 8 tipos virales (16, 18, 35, 45, 51, 53, 55y 62).
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Figura 17. Porcentaje de VPH detectados por Linear Array de acuerdo a su clasificacion
oncogénica. Los tipos virales de alto y probable alto riesgo en conjunto suman mas el 60% de los
tipos virales presentas en las infecciones multiples de VPH y con el 31% los tipos virales de riesgo
aun no determinado.

Tabla 5. Tipos virales presentes en las muestras con infeccion multiple detectada por la técnica de

Linear Array HPV Genotyping

Muestra Tipo viral No.
TOTAL
DE VPH
_ 53 | 55 - 61 62 - 67 69 70 71 - 84
CT-76 X X X X X X X X X X X 10
CT-175 X X 2
CT- 188 X X 2
CT- 204 X X X X 4
CT- 298 X X X 3
CT- 306 X X 2
CT- 250 X X 2
CT- 135 X X 2
CT- 348 X X X 3
CT- 39 X X 2
CT- 248 X 1

TOTAL 3 3 2 3 5 2 1 1 1 5 1 1 1 1 1 2 1

Tipos virales AR (rojo), PAR (amarillo), BR (verde) y RND (azul).
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Relacién Diagndstico citopatologico y VPH

Se obtuvo el diagnéstico citopatologico de las 352 muestras, de las cuales el
88.3% se diagnosticaron como normales 6 inflamacion, 9.3% LIEBG, 0.28% toma
inadecuada y 1.98% positivas a infeccion por VPH. La correlacion entre
diagnéstico citopatoldgico y la deteccion molecular de VPH fue, 9.64%, 12.12% y
28.5% en muestras con diagnostico citopatologico normal, LIEBG y VPH
respectivamente (tabla 6).

Tabla 6. Correlacion entre diagndstico citopatoldgico y deteccidon molecular por VPH.

DIAGNOSTICO n +VPH  Coinfeccion Alto Probable Bajo Riesgo no

De PAP PCRy Riesgo Alto Riesgo determinado
L.A. Riesgo
Normal / 311 30/311 9/30 10/30 1/30 4/30 6/30
Inflamacion 9.64% 30% 33.3% 3.3% 13.3% 20%
LIEBG 33 4/33 0 2/4 0 0 2/4
12.12% 50% 50%
Toma 1 0/1 0 0 0 0 0
inadecuada 0
VPH 7 217 1/2 1/2 0 0
28.5% 50% 50%
Total 352 36 10 13 1 4 8

Anadlisis de secuencias

Se obtuvieron 26 secuencias de las cuales se logré determinar el tipo viral
comparando las secuencias obtenidas con las respectivas referencias del gen L1
de VPH para cada tipo viral previamente reportadas en NCBI. Ninguno de los
cambios encontrados en las secuencias analizadas ha sido previamente
reportado. En el caso de HPV16 solo una muestra presentd un cambio en el
nucleétido 6639C>T lo cual no provocd cambio en la secuencia de aminoacidos.
Para VPH18 solo una muestra presenté un cambio no sinénimo 6627C>T:P339R.
En tres muestras se detectd el cambio 6731G>A. VPH61 6682A>T:E361V.
HPV61 6929C>A, 6947G>T, 6949G>A y 6952A>G:V371L (figura 18a). VPH52

dos muestras presentaron los mismos cambios tanto en secuencia de ADN como
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de aminoacidos 6712G>A:S383N (figura 18b) y 6722A>T:K386N y en el caso de
la muestra CT238 6773A>G. VPH62 6937C>T y 7159C>T. VPH67 6731G>A y
6740A>T. VPH70 6633G>A, 6741T>A, 6801A>C, 6873A>G presentando solo un
cambio en la secuencia de aminoacidos en el cambio de la secuencia de ADN
6886A>G:T434A. VPH84 las dos muestras con este tipo viral presentan el cambio
6719A>C:N352T.

a) b)

AT GATTTACABTTTA HPV 61 iGAasBcaca TA T, HPV 52

ad 371, al 3

Wiy

Figura 18. Cambio en la secuencia de (a) VPH61 y (b) 52.

GQ472847.1 6952 A X74481.1 ntd. 6712

RS = tra L1500 ntd.b/
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Discusion

Previamente se habia reportado la prevalencia de VPH en muestras normales de
exfoliaciones cervicales desde 6 hasta 12% (Lazcano, 2001; Pifia 2006; 2010;
Velazquez 2009; Lazcano 2010) mientras que en el presente estudio se detecto
el 10.3%, de las cuales, la mayoria de las infecciones fueron causadas por tipo
virales de alto riesgo tal como se ha reportado en otros estudios previos en
México (Lazcano y colaboradores, 2001; Pifia 2006, Aguirre, 2007; 2010;
Velazquez 2009) donde la mayor cantidad de infecciones se encuentra en
mujeres menores de 30 afios y mayores a 50 afios de edad (Lazcano y
colaboradores, 2001; 2010).

Debido a que el 62% de tipos virales encontrados en las muestras estudiadas son
de alto riesgo oncogénico, es sumamente importante que las pacientes infectadas
con estos tipos virales mantengan el debido seguimiento de la infeccion para
prevenir el desarrollo de lesiones precursoras, realizando visitas al ginecélogo a
los seis meses de la deteccion y de esta manera mantener vigiladas a las
pacientes que han estado en contacto con este agente etiologico del cancer.
Cabe sefalar que los dos principales tipos virales de alto riesgo (34%) fueron
VPH16 y 18 tal y como se ha reportado previamente (Lazcano y colaboradores,
2001; 2010; Pifa 2006; Aguirre, 2007), sin embargo VPH 35 con el 12% también
es un tipo viral de alto riesgo, que sobresale entre los demas tipos virales
encontrados en el estudio ademas de haber sido reportado previamente en
infecciones multiples por VPH (Correa y colaboradores, 2011). Esto deja en
evidencia la necesidad de realizar més estudios donde se realice la tipificacion
viral para poder dirigir una estrategia de prevencion tal y como es la vacunacion
hacia los tipos virales que afectan a cada poblacion, ya que las vacunas
comerciales y de distribucién publica estan dirigidas a los tipos virales 16 y 18 de
alto riesgo y, a VPH 6 y 11 de bajo riesgo, ya que estos tipos virales son los mas
comunes en la poblacibon mundial; sin embargo no necesariamente en

poblaciones especificas, como lo fue en este estudio, donde, ninguna de las
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muestras positivas a VPH presentaron infeccion por VPH6 6 VPH11, a pesar de
ser los mas comunes causantes de verrugas genitales (Heinzel y colaboradores,
1995).

En el afan de desarrollar un método mas sensible para la deteccion de VPH, a la
fecha se han disefiado cebadores que permiten generar amplificados para realizar
la deteccion de solo algunos tipos virales, la combinacion de dos cebadores
GP+6/MY11 ayudo a detectar el 60% de los casos positivos en las muestras del
estudio incrementando la sensibilidad de la deteccion por PCR (Lee vy
colaboradores, 2007; 2009), lo cual hace ver que incluso realizando la deteccién
molecular de VPH por la tipificacion estandar (secuenciacion), existen las
multiples infecciones é incluso tipos virales que no pueden ser flanqueados por
los cebadores disefiados hasta la fecha.

Por otra parte en una infecciéon como la de Papiloma, existen factores tales como
subtipos y variantes geograficas que pueden llegar a tener implicaciones clinicas
en el desarrollo de la infeccion, por tal motivo se obtuvo la secuencia de ADN
para cada caso. Ninguna secuencia obtenida pertenecia a alguna variante
previamente reportada, sin embargo diferentes muestras con el mismo tipo viral
presentan los mismos cambios en la secuencia de nucleétidos del gen L1 de VPH
52 y 84 que generan cabios en las secuencias de aminoacidos, lo cual podria ser
relevante debido a que VPH 52 es considerado de alto riesgo, dando mayor peso
a estudios como este en el que se busca conocer la secuencia especifica de cada
tipo viral y de tal modo obtener datos para su posterior analisis y ayuda para el
disefio de estrategias de prevencion.

El método de deteccion utilizado para realizar la deteccion vy tipificacion viral fue lo
suficientemente sensible para detectar los casos positivos de VPH pero no resulté
adecuado para determinar los tipos virales en aquellas muestras con mas de un
tipo de VPH. Por tal motivo es necesario utilizar otros métodos como Linear Array

qgue permitan la genotipificacion de coinfecciones.

35



Con los resultados obtenidos por la técnica de Linear Array, se observd que la
diversidad de virus presentes en solo 10 muestras es mayor a la diversidad de
tipos encontrados en las muestras (n=26) con un solo tipo de Papiloma. Las
infecciones multiples se presentaron en una tercera parte de las infecciones,
mientras que otros estudios han reportado hasta 43% (Chaturvedi vy
colaboradores, 2011). Adicionalmente, algunos de los tipos virales de alto riesgo
presentes en las infecciones multiples no se detectaron en las muestras con un
solo tipo viral. Las posibles implicaciones clinicas que podria causar una infeccion
multiple aun no se tienen claras, sin embargo la genotipificaciébn en pacientes
infectadas con uno o0 mas VPH es importante para determinar el impacto en el
riesgo a desarrollar lesiones precursoras y cancer, ademas de contribuir con el

desarrollo de vacunas tipo especificas (Oliveira y colaboradores, 2010).

Tomado en cuenta el diagndstico la prueba de PAP, en la mayoria de los casos la
infeccion por VPH no pudo ser identificada, probablemente por la falta de
alteraciones citologicas, sin embargo, haciendo uso de herramientas moleculares
para la deteccion de VPH se puede ayudar a la prevencion del CaCu (Nauclear y
colaboradores, 2009), ya que tanto en las coinfecciones como las infecciones

Unicas, los VPH de alto riesgo fueron los de mayor prevalencia.
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Conclusioén

La mayoria de los tipos de VPH detectados son de alto riesgo, aliin cuando no se
detectaron alteraciones citolégicas tanto en mujeres que presentan un tipo viral
como en aquellas con coinfecciones; por lo cual el uso de herramientas
moleculares debe incorporarse para mejorar la prevencion de lesiones
precursoras y CaCu, y a su vez, disminuir la incidencia y mortalidad por esta
enfermedad. También es necesario desarrollar técnicas y metodologias que nos
permitan conocer el comportamiento bioldgico y desarrollo clinico de la infeccion
por VPH.
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