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MARCO TEÓRICO 

Los diversos genotipos del virus del papiloma humano están ampliamente 

distribuidos en la naturaleza; infectan piel y mucosas en sus hospederos naturales 

(humanos, mamíferos y aves), produciendo desde lesiones proliferativas benignas 

con regresión espontánea hasta carcinomas. El virus del papiloma humano (VPH) 

es el agente etiológico responsable de la infección por transmisión sexual con 

mayor prevalencia en el mundo, además de ser la causa en el tracto genital 

femenino de la neoplasia intraepitelial cervical, cuya ominoso corolario es el 

carcinoma del cuello uterino (1, 2). 

El impacto del VPH surgió por el conocimiento de su potencial oncogénico y su 

asociación con tumores humanos, principalmente con el carcinoma epidermoide 

del cuello uterino. Esta entidad nosológica representa la segunda enfermedad 

neoplásica maligna más frecuente en el mundo en féminas, después del cáncer de 

mama, aunque en países en vías de desarrollo constituye la principal causa  de 

muerte por cáncer. Su etiología infecciosa y forma de transmisión sexual se 

sospechó y describió desde 1842, cuando el médico italiano Rigoni-Stern notó 

mayor frecuencia en la incidencia de neoplasias en cérvix en prostitutas que en 

monjas. A mediados de 1970, Harald zur Hausen y colaboradores publicaron los 

primeros datos sugiriendo la asociación etiológica entre displasias y carcinomas 

del cuello uterino con la infección del VPH (1). En 1995 la Agencia Internacional de 

Investigación sobre Cáncer (IARC, Lyon, Francia), perteneciente a la Organización 

Mundial de la Salud (OMS), estableció que ciertos tipos de VPH, denominados de 

alto riesgo, son carcinogénicos en el humano. En términos de salud pública, dicho 

señalamiento significó la apertura y promoción de la detección viral en el campo 

clínico, abriendo nuevas posibilidades en las áreas de prevención a través del 

desarrollo de vacunas profilácticas y terapéuticas contra VPH (3). 

El VPH no posee envoltura, sino una cápside proteíca de simetría eicosaédrica, 

compuesta por 72 subunidades denominadas capsómeros. La cápside está 
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formada por dos proteínas estructurales, la proteína principal L1 y la proteína 

menor L2. La primera constituye el 75% del contenido proteico total con 

propiedades antigénicas comunes a la familia, mientras que la segunda es más 

específica (4).  

El genoma está formado por una molécula de ADN de doble cadena circular, 

covalentemente cerrada, conocido como episoma. El ADN del VPH contiene 

alrededor de 8000 pares de bases (pb) con un peso molecular de 5.2x106 daltons. 

Toda la información genética de estos virus está contenida sólo en una de las 

cadenas  de ADN apareadas. El ADN viral esta combinado con histonas (que son 

proporcionadas por el hospedero), compactado en un cromosoma pequeño 

(microsoma) (4).  

Todos los tipos de ADN secuenciados de VPH evidencian una gran similitud en su 

organización genómica. Poseen diez marcos de lectura abiertos diferentes; cada 

uno de ellos representa un gen viral que codifica una proteína responsable de 

características biológicas tales como rango de hospedador, el tropismo celular y la 

patogenia de la infección. El genoma se divide en tres regiones: la región larga de 

control (LCR por sus siglas en inglés), la región temprana (E, por sus siglas en 

inglés, early) y la región tardía (L, por sus siglas en inglés, late); éstas dos últimas 

deben su nombre al momento en que se expresan durante el ciclo replicativo del 

virus (4, 5).  

La LCR (conocida también como región no codificadora), representa el 15% del 

genoma viral. Es responsable de la regular la replicación viral y controlar la 

transcripción de algunas secuencias de la región E, ha sido correlacionada con 

cambios en la virulencia y el potencial oncogénico (4, 5). 

La región E es un largo segmento que representa alrededor del 45% del genoma 

viral. Contiene al menos siete marcos de lecturas abiertos nombrados de acuerdo 

a su tamaño relativo, por lo que el número asignado no guarda relación con su 
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ubicación en el genoma. Codifica proteínas involucradas en la transcripción viral 

(E2), la replicación del ADN viral (E1 y E2), la proliferación celular (E5, E6 y E7), la 

transformación celular (E6, E7) y probablemente, en su capacidad de infectar (E4) 

(4, 5). 

La región L comprende aproximadamente el 40% del genoma viral y contiene dos 

marcos de lectura abiertos imprescindibles para la formación de la cápside viral(4, 

5). 

Los virus papiloma se designan de acuerdo a la especie que infectan; por ejemplo, 

virus del papiloma humano, virus del papiloma bovino, etc. Se clasifican en 

genotipos sobre la base del grado de homología de las secuencias nucleótidas de 

su ADN con prototipos establecidos. El número asignado es correlativo al orden de 

descubrimiento. En el humano se han descubierto más de 200 tipos(4).  

Los VPH que infectan el tracto anogenital son alrededor de 40 tipos y se han 

subdividido en dos grupos con base a su potencial oncogénico, los de bajo riesgo 

(6, 11, 42, 43 y 44), comúnmente presentes en las lesiones benignas (condilomas 

y neoplasias intraepiteliales de bajo grado) con mínimo riesgo de progresión 

maligna (5); y los de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 

73 y 82), presentándose en forma de infección latente pueden conducir al 

desarrollo de neoplasias malignas(5).  

El virus penetra a través de microabrasiones y accede a las capas basales del 

epitelio. Estas son las únicas células del epitelio exocervical capaces de dividirse, 

por lo que constituyen el blanco obligado del virus. Una vez ingresado y 

descapsidado, el genoma viral migra hacia el núcleo celular. Así se establece la 

infección que puede ser latente o productiva. 

Posterior a la inoculación, se estima que existe un periodo muy variable que oscila 

entre 1 y 8 meses, conocido como latencia. El virus está presente en las células 
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pero no manifiesta cambios celulares. El genoma viral se replica solo cuando la 

célula basal infectada se divide y lo hace en forma autónoma, siendo distribuido de 

forma homogénea en las células hijas  y manteniendo un bajo número de copias. 

El virus comienza a reproducirse en forma independiente de la división celular y 

produce un alto número de copias mediante la expresión de genes tempranos, en 

la capa basal del epitelio. A medida que el epitelio se va diferenciando, el virus 

inicia la expresión de los genes tardíos en las capas superficial e intermedia, 

mediante la síntesis de las proteínas de la cápside viral. El ensamblado de los 

genomas y las cápsides dan lugar a las partículas virales completas o viriones, por 

lo que esta forma de infección resulta altamente transmisible. Durante este 

proceso el VPH no destruye a la célula infectada, sirviendo ésta como vector de la 

infección. La fase productiva tendrá una expresión morfológica ya sea como 

neoplasia intraepitelial de bajo (NIBG) o de alto grado (NIAG) (5, 6).  

Los carcinomas del cuello uterino están precedidos por la infección con VPH de 

alto riesgo en el 100% de los casos, principalmente los tipos 16 y 18. Esto ha sido 

corroborado también en líneas celulares humanas, provenientes de carcinomas de 

cérvix, tales como la que contiene secuencias de VPH 18 y CaSki, y Siha con 

secuencias de VPH 16. Se considera, por lo tanto, que la infección persistente con 

VPH de alto riesgo es condición necesaria para el desarrollo de cáncer (7).  

Los VPH poseen oncogenes virales (E6 y E7), considerados los genes más 

importantes en la estimulación de la proliferación y transformación celular. El 

potencial oncogénico de los VPH de alto riesgo  (principalmente 16 y 18) radica en 

la capacidad de integrar su ADN al genoma de la célula huésped. Esto se lleva a 

cabo posterior a la ruptura del gen E2 y el descontrol de E6  y E7; las cuales, 

tienen la capacidad de interferir con las funciones protectoras de p53 y del gen Rb 

(gen del retinoblastoma) a nivel del ciclo celular favoreciendo la proliferación 

neoplásica. El mecanismo de carcinogénesis por VPH implica la expresión de dos 

oncogenes virales, E6 y E7. Una vez integrados en el genoma del huésped 

intervienen con genes supresores que controlan el ciclo celular. Así, al unirse E6 
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con p53 se interrumpe el proceso de respuesta celular para reparar los daños que 

se produzcan en la cadena de ADN, alterando el proceso de apoptosis; además 

E6 también activa la telomerasa favoreciendo la inmortalización en las células 

humanas. El oncogén E7, por otra parte, causa proliferación celular no controlada 

al unirse a la proteína Rb. Otro mecanismo es la capacidad de E6 para estimular a 

enzimas de tipo telomerasa, conduciendo a una proliferación celular indefinida (6, 

7, 8, 9).  

Por la enorme capacidad oncogénica del VPH y los amplios estudios existentes en 

su carácter etiológico de carcinoma cervicouterino, es necesario ampliar el 

escenario clínico en su patogenia de diversos tipos de cáncer, en lo que concierne 

a este estudio como causante de lesiones en la mucosa anal de hombres que 

tienen sexo con hombres (HSH) especialmente por su similitud al cáncer de cérvix 

en la fisiopatología que perpetúan el daño del epitelio anal. (9) 

El VPH al ser la infección de transmisión sexual más común en el mundo es una 

causa de morbimortalidad sustancial tanto en hombres como mujeres, lo cual 

genera un considerable impacto económico, social y en salud pública. A pesar de 

que muchas de estas lesiones son asintomáticas y se localizan como condilomas 

anales o vaginales, por lo anterior se puede visualizar su alcance patológico como 

displasia y/o lesión neoplásica. Los VPH-alto grado (VPH-AG) mencionados 

previamente tienen como característica común los factores de riesgo para ambos 

sexos: primera relación sexual a edad temprana y alto número de parejas 

sexuales a lo largo de su vida, por lo que esto conduce una alta prevalencia de 

transmisión así como de recurrencia tanto mujeres u hombres que coinfectan a su 

pareja, como en HSH. (10) 

En un estudio mexicano de Parada y cols se analizaron hombres y mujeres 

(parejas al momento) con antecedente de relaciones sexuales con trabajadoras 

sexuales y uso inadecuado de preservativo (riesgo aumentado para VPH). Se 

encontró una prevalencia de 20% de VPH en hombres con los tipos 59,18, 39 y 16 
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de VPH detectados, y 13.7% de prevalencia en sus parejas femeninas actuales 

con los tipos de VPH 59,16,31,52 y 58, además de algunos genotipos de bajo 

riesgo. La distribución general de VPH fue similar entre hombres y mujeres 

demostrando la concordancia de la coinfección del virus para sus actuales parejas, 

al resultar positivas al menos a un genotipo de VPH. El estudio obtuvo resultados 

similares a otros estudios de prevalencia en parejas heterosexuales. (11,12) 

Además de lo anterior, se ha detectado que la prevalencia de VPH se inclina hacia 

VPH-AR concordando con datos publicados internacionalmente. El otro hallazgo 

que ha resultado homogéneo es el hallazgo de VPH genotipo 16 como el más 

frecuente, seguido (para México) por los tipos 6, 11 y 18, destacando que dichos 

tipos son los mismos a los detectados en población femenina con lesión 

preneoplásicas en cérvix. (13) 

Se ha establecido que el VPH es causa etiológica de varios tipos de cáncer en el 

área aéreo-digestiva superior y el tracto anogenital. Tan solo en Estados Unidos la 

incidencia del cáncer anal ha aumentado de 0.5 por 100 000 en 1974 a 1.3 por 

100 000 para 2004, siendo el cáncer en hombres más comúnmente diagnosticado 

asociado a VPH. Se contabiliza que incluso del 85-93% de los casos mundiales de 

carcinoma epidermoide anal son atribuidos al VPH, siendo la causa más común 

los tipos 16 y 18 de VPH-AR; esto resulta notable ya que estos mismos tipos de 

alto riesgo representan aproximadamente el 70% del cáncer cervical. La incidencia 

para cáncer anal es mayor en HSH y aún más en hombres infectados por el virus 

de la inmunodeficiencia adquirida (VIH); alcanzando un riesgo aumentado para 

cáncer anal de 37.9 en hombres con VIH y 59.5 para HSH. (14, 15) 

El grupo más expuesto y con mayor riesgo de contraer VPH-AG con desarrollo 

ulterior de lesión maligna son los hombres VIH+ y que además mantienen 

relaciones sexuales con hombres. Cerca del 90% de los HSH VIH+ a lo largo de 

su contraen VPH-AR, una alta prevalencia; además, también se ha reportado que 

la prevalencia de múltiples tipos de VPH-AG entre los HSH con VIH es muy alta, 
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casi el 60%. El carcinoma anal es considerado un tumor oportunista, aunque no 

forma parte de la definición SIDA, en contraste con el carcinoma cervical, que se 

convirtió en una condición definitoria del SIDA. (16) 

Hombres que se encuentran infectados con VIH HSH tienen un riesgo relativo 37 

veces mayor de desarrollar carcinoma anal en comparación con la población 

general, incluso se ha cuantificado un riesgo relativo 60 veces mayor para 

desarrollar neoplasia intraepitelial anal como precursor de carcinoma anal, con la 

desventaja de que la terapia HAART para SIDA parece no influir en la infección por 

VPH y su evolución a lesión intraepitelial; por el contrario, la supervivencia 

prolongada junto con la inmunodeficiencia persistente bajo el tratamiento HAART, 

parece promover el desarrollo de VPH hacia displasias epiteliales. (17) 

Aunque el mecanismo de interacción entre VIH y VPH no se conoce por completo, 

se teoriza que existe deficiencia de respuesta inmune mediada por células contra 

VPH, la interacción entre células infectadas por VIH y queratinocitos infectados por 

VPH pueden conducir al aumento de expresión de citocinas como IL-6 y factores 

de crecimiento que promueven la expresión génica de VPH. Otro mecanismo de 

interacción puede ser que el VIH-1 Tat aumenta la expresión de los oncogenes de 

VPH E6 y E7 en queratinocitos infectados. Estas proteínas conducen a la 

inactivación de las proteínas supresoras de tumores p53 y pRB e inducen la 

inestabilidad cromosómica que conduce, en última instancia, a la transformación 

maligna. (17) 

La neoplasia intraepitelial anal (NIA) se clasifica en tres grados en función de la 

extensión de las células displásicas: NIA1 describe la afectación del tercio inferior 

de la epidermis; NIA2 los dos tercios inferiores, y NIA3 todo el espesor de la 

epidermis. De la misma manera que el cáncer de cérvix, el carcinoma anal se 

desarrolla con mayor frecuencia en la zona de transformación entre el epitelio 

escamoso y el columnar del canal anal. El VPH infecta células escamosas 

interactuando por medio de la expresión génica del virión y los genes reguladores 
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del crecimiento celular, conduciendo a una pérdida de la diferenciación y la 

proliferación clonal. Dichas células tienen un patrón de transformación celular 

escalonado que conduce desde el epitelio escamoso normal, displasia de bajo y 

alto grado y carcinoma invasivo. Esta transformación celular que se asocia al VPH 

se caracteriza por un patrón cíclico de proliferación celular y regresión. Por lo que 

una lesión puede progresar a displasia de bajo grado y regresar a tejido normal. 

La aparecion de NIA sucede cuando una línea celular rompe su patrón cíclico y 

progresa hacia enfermedad invasiva. Estos cambios ocurren en ausencia de 

infiltrados inflamatorios, la infección por VIH puede crear un entorno 

estructuralmente e inmunológicamente permisivo para el evento iniciador del 

carcinoma anal, que es una infección por VPH de alto riesgo. (18,19) 

En estudios previos se evidenciaron las diferencias microanatómicas (definidas 

por histología e inmunohistoquímica) entre la zona de transformación 

escamocolumnar anal - prácticamente desconocida hasta aquel entonces - y la 

correspondiente al cérvix. Mientras que en ésta última existe una monocapa de 

células columnares CK7+ que abruptamente sufre metaplasia y da lugar al epitelio 

estratificado no queratinizado, en el ano la zona de transformación está constituida 

por múltiples capas de células epiteliales con gradiente en la expresión de CK7 y 

p63, donde las basales son CK7-/p63+ y conforme madura verticalmente el 

epitelio cambian su expresión para cambiar a CK7+/p63-. Importante señalar que 

las células basales CK7-/p63+ no están confinadas a la zona de transformación 

sino que se distribuyen en toda la región del ano (desde la mucosa rectal distal 

hasta la piel perianal) (20), y esta topografía explica la importancia del muestreo 

total para evaluación citopatológica de la región del ano, ya que toda es 

susceptible al desarrollo de carcinoma epidermoide y su escrutinio oportuno tras 

una recolección adecuada (21)(22)(23). 

En la mayoría de los casos las infecciones por VPH son subclínicas (en fase 

latente) y de difícil diagnóstico por examen citológico, histopatológico o por 

técnicas de inmunohistoquímica. Por esta razón los métodos moleculares como la 
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reacción en cadena de la polimerasa (PCR), son recomendados para el tamizaje. 

Se pueden utilizar pruebas como sondas de hibridación o ELISA para aumentar la 

sensibilidad y especificidad de los productos de PCR, las que al ser combinadas 

con el uso de enzimas de restricción y secuenciación, identifican los distintos 

genotipos virales.  

Existen aplicaciones del estudio del ADN del VPH (10, 11) entre las que se 

consideran 1) hombres con discordancia en los diagnósticos citología, histología y 

anoscopía, 2) discernimiento de anomalías epiteliales: células epiteliales atípicas 

de significado incierto (ASC-US, ASC-H). 3) orientación terapéutica y de 

seguimiento que permite discriminar aquellos pacientes con neoplasia intraepitelial 

anal de bajo grado con mayor riesgo de progresión a neoplasia de mayor grado 

así como el tratamiento a recibir, 4) control pos tratamiento, en el que la presencia 

viral en el tejido posterior al tratamiento constituye un factor de riesgo de 

recurrencia, ya que se considera como marcador de enfermedad residual o 

recidiva temprana, 5) complemento del tamizaje primario de lesiones precursora 

en conjunto con citología anal y 6) investigación de la prevalencia  por tipo 

específico de virus  de papiloma humano a nivel regional  que provea valores de 

comparación con la información global del VPH y el impacto de las vacunas  anti-

VPH. 

La presencia de VPH puede establecerse por morfología, serología y estudios 

clínicos. En la actualidad la hibridación de ácidos nucleicos y amplificación de 

ácidos nucleicos están disponibles entre los que se encuentran ensayos de 

hibridación de ácidos nucleicos, Ensayos de amplificación de señales, métodos de 

amplificación de ácidos nucleicos, PapilloCheck, y Reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR).(24, 25, 26, 27) 

Inicialmente, técnicas como Southern blotting, hibridación in situ y la hibridación 

cromógena fueron utilizadas en la detección del VPH en tejido cervical. Las 

desventajas que mostraron estas técnicas incluían la baja sensibilidad, necesidad 
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de grandes cantidades de ADN purificado y consumían demasiado tiempo en su 

procesamiento.  

Ensayos de amplificación de señales 

En la actualidad se utilizan kits comerciales para captura de híbridos, cuyo método 

se basa en la amplificación de señales no radioactivas de ADN de VPH para 

sondas de ARN marcadas en solución. Estas pruebas detectan 13 tipos de VPH 

de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68) y de bajo riesgo 

(6, 11, 42, 43 y 44). La ventaja de esta prueba es que confirma la presencia de 

infección por virus de bajo o alto riesgo pero no los identifica por genotipo.  

Métodos de amplificación de ácidos nucleicos 

Análisis de microarreglos 
Este método se basa en la amplificación de productos obtenidos por reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR), los cuales son hibridados dentro de un chip y 

posteriormente el producto de la hibridación del ADN es analizado en un scanner 

para el chip, el cual se lleva a cabo mediante equipos automatizados que pueden 

realizar análisis paralelos múltiples de ADN. En la actualidad el mayor uso de 

microarreglos de ADN está presente en el análisis de perfiles de expresión génica 

y análisis de mutaciones.  

PapilloCheck 

Este ensayo detecta y analiza genotipos mediante el uso de PCR multipunto con 

amplificación de primers fluorescentes de 350 pb mediante chips. La principal 

venataja de PapilloCheck es la identificación y detección de múltiples infecciones; 

sin embargo, su costo es elevado y requiere de tecnología específica.  

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
Las técnicas de PCR son altamente sensibles, específicas y de fácil uso. En la 

PCR convencional,  una polimerasa de ADN termoestable reconoce y extiende un 
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primer de par de oligonucleótidos de la región a estudiar. Al final del proceso, la 

PCR puede generar un billón de copias de una cadena doble de ADN después de 

30 ciclos de amplificación. 

El consenso para protocolos de PCR-VPH recomiendan el uso de primers como 

PGMY09/PGMY1 y GP5+/GP6+, que permiten la amplificación de un gran número 

de genotipos de VPH en una sola reacción. Los primer blanco conservan regiones 

del genoma del VPH como el gen L1 de la cápside viral. Después de la 

amplificación, los genotipos de VPH pueden ser determinados separándolos, 

usando técnicas como la restricción de longitud de fragmentos de  polimorfismo 

(RFLP por sus siglas en inglés), ensayos lineales, secuenciación directa o primers 

específicos para cada genotipo. 

Estas técnicas de PCR también tienen algunos inconvenientes, principalmente en 

la competencia por los reactivos, lo que conduce resultados falsos negativos para 

infecciones múltiples que contienen números de copias más bajos, ya que en este 

caso el método PCR puede no detectar todos los VPH que están presentes en la 

muestra. Por otra parte puede amplificar muestras con ADN  de más  de un 

genotipo, lo que dificulta la detección de los mismos y adicionalmente se debe 

emplear secuenciación.  

La determinación del genotipo viral  por PCR-RFLP permite tipificar el VPH, es una 

herramienta más fácil y menos costosa que la secuenciación (4). El método es 

simple y robusto, no requiere una tecnología de punta y es especialmente 

adecuado para los laboratorios con recursos financieros limitados. 

Mediante la técnica de PCR en tiempo real se puede obtener un diagnóstico fiable, 

sensible y específico. Es ideal para la identificación de genotipos virales en tejido y 

muestras celulares. Tiene varias ventajas como lo son la gran capacidad para 

detectar carga viral, la identificación de diferentes ácidos nucleicos blanco 

mediante fluorocromos, y la detección de concentraciones muy pequeñas 
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utilizando rango dinámico para extrapolar la carga/concentración viral sobre la 

curva estándar y d) es reproducible y aplicable a diversas muestras. 

A pesar de que el estudio histológico de las biopsias cervicales es considerado el 

"estándar de oro" para el diagnóstico, existe una significativa variabilidad inter e 

intra-observador. Recientemente se han investigado nuevos biomarcadores que 

pueden distinguir infecciones por VPH transitorias de aquellas que causan 

transformación a una lesión mayor y predecir la intensidad de la enfermedad (28). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Las lesiones intraepiteliales asociadas con infección por virus del papiloma 

humano son altamente prevalentes en los sujetos varones que mantienen coito 

anal con personas del mismo sexo. La progresión a carcinoma epidermoide 

invasor en la región del ano, si bien es infrecuente, supone un evento ominoso que 

condiciona el empeoramiento en la calidad de vida de los pacientes a quienes 

aqueja, más aún si se asocia con comorbilidades, como la infección por VIH, tal 

cual es el caso la mayoría de los individuos en este grupo. La detección oportuna 

de lesiones preneoplásicas en la región del ano mediante escrutinio citológico es 

una herramienta de tamizaje que está en desarrollo, así como su correlación con 

los hallazgos en tejido sometido a procesamiento para su estudio histopatológico y 

la tipificación de los genotipos involucrados. 

JUSTIFICACIÓN 

Si bien ya se han realizado estudios transversales y retrospectivos en México para 

la evaluación de material citológico e histopatológico de lesiones de la región anal, 

el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición “Salvador Zubirán” cuenta 

con un grupo multidisciplinario de médicos que estudia a pacientes HSH, quienes 

son tamizados de manera protocolizada para la detección oportuna de neoplasias 

anales. Asimismo, existe la posibilidad de realizar la tipificación de los genotipos 

de VPH (de bajo y alto riesgo) involucrados en la patogenia, lo cual incrementaría 

la eficiencia diagnóstica. 

HIPÓTESIS 

La adecuada interpretación de la citología anal en búsqueda de lesión intraepitelial 

anal correlaciona con el hallazgo histopatológico de neoplasia asociada con 

infección por VPH de alto riesgo.  
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MATERIALES Y MÉTODOS  

Tipo de estudio: Retrospectivo  

Se realizó una búsqueda en el archivo del Departamento de Anatomía Patologica 

del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición “Salvador Zubirán” de los 

años comprendidos entre 2010 y 2016, y en un primer filtro se seleccionaron 

aquellas biopsias de la región del ano (o mapeos anales) con antecedente de 

haber sido tamizados mediante citología anal y cuyo resultado diagnóstico hubiese 

sido:  

• Condilomas y/o condiloma acuminado y/o condiloma plano y/o neoplasia 

intraepitelial anal de bajo grado (NIA 1). 

• Neoplasia intraepitelial anal de alto grado (NIA 2). 

• Neoplasia intraepitelial anal de alto grado (NIA 3)/ carcinoma epidermoide in situ. 

• Carcinoma epidermoide invasor. 

 
Se recabaron 265 reportes con los criterios anteriores correspondientes a 114 

pacientes, de los cuales 196 fueron diagnosticados como condilomas y/o NIA1, 48 

como NIA 2, 16 como NIA 3 y 5 como carcinoma epidermoide invasor. Se 

obtuvieron los nombres y registros de los pacientes para la búsqueda intencionada 

de información clínica.  
 
En un segundo filtro se consideró que el material biológico existiera en el archivo 

de patología (laminillas y bloques de parafina), pudiéndose recuperar el material 

histopatológico completo de 38 casos: 22 correspondientes a NIA 1, 9 a NIA2, 4 a 

NIA 3 y 3 a carcinoma epidermoide invasor. 

 
Como grupo control se seleccionaron 13 casos de biopsias o muestras de piezas 

quirúrgicas de la región anal sin alteraciones histológicas en el revestimiento 

epitelial.  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Obtención de la muestra:  

FIJACIÓN: Se recibieron muestras en formalina. 

BLOQUES DE PARAFINA: Para la inclusión en parafina el tejido es encapsulado y 

pasa por las siguientes soluciones:  
Alcohol al 80% durante 2 horas  
Alcohol al 96% durante 2 horas  
Alcohol-xilol durante 2 horas Xilol durante 2 horas  
Alcohol al 100% durante 2 horas Parafina durante 2 horas  

TINCIÓN HEMATOXILINA Y EOSINA  

Se sumergen los preparados histológicos (3 mm) en xilol para eliminar los excesos 

de parafina. Luego pasan por una serie de alcoholes (100°. 95° y 70°).Se lava en 

agua para eliminar exceso de alcohol. Se sumerge en hematoxilina por 10 

minutos, luego se lava en agua para eliminar excesos y se pasa rápidamente por 

alcohol ácido. Se lava nuevamente. Se sumerge 30 segundos en eosina. Se pasa 

por otra serie de alcoholes, en orden creciente (70°, 95° y 100°). Finalmente se 

deja remojar 10 minutos en xilol, antes de realizar el montaje final  

PCR tiempo real para VPH 
Para la evaluación de los genotipos 6, 11, 12, 16. 18. 31.33 y 45 de VPH, 

utilizamos ADN el cual se extrae de los bloques de parafina para esto en necesario 

limpiar con solución RNAseZAP al microtomo y el bloque de parafina, si el bloque 

de parafina contiene tejido de 1 cm2 se toman 8 m de tejido y se colocan dentro 

de un tubo nuevo y estéril de polipropileno de 1.5 ml. El tejido es hidratado con 2 

baños de xilol, 2 baños alcohol etílico absoluto, se elimina el sobrenandante y se 

deja secar el boton a temperatura ambiente por 15 min.  

El tejido se hidrata con buffer Tris-Hcl, se adiciona 60 ml de proteinasa K e incubar 

toda la noche a 37oC, para llevar acabo la extracción de ácidos nucleicos se 

adiciona 500 ml de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico se homogeniza y 

centrifugar a 14000rpm por 10 min, la fase acuosa se transfiere a un tubo nuevo 

de polipropileno y adicionar 500 ml cloroformo-alcohol isoamilico se homogeniza y 

centrifugar a 14000rpm, la fase acuosa se transfiere a un tubo nuevo de 
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polipropileno el cual contiene etanol etílico y acetato de sodio e incubar por 1 hr a 

-20oC. El tubo se centrifuga a 14000rpm, el sobrenadante se elimina y se lava el 

botón con etanol al 70%. Centrifugar a 14000rpm eliminar el sobrenadante y el 

boton se seca a temperatura ambiente por 10minutos y resuspende en 50 ml de 

agua e incubar por 1 hr a 37oC, cuantificar en un nanodrop tomar lectura de A260, 

A280 para calcular concentracion y pureza.  

Concentracion para DNA:  
50 X lectura de A260 = concentracion en nanogramos/ l  

Pureza  

Evaluación de calidad  

A260/A280 ≥ 1.8 hasta 2.5  

40  

Se realiza un PCR de gen constitutivo en base a BIOMED2. utilizando 100 ng de 

DNA, los cuales se colocan en un tubo de polipropileno de 200 l el cual contiene 

10.5 l de agua y 12.5 ml de master mix Qiagen, ademas de 50 pmol de cada 

primer se homogeniza y se coloca en un termociclador Veriti Applied Biosystems, 

con el siguiente programa 1 ciclo de 95oC-5 min, 35 ciclos de 95oC-1 min, 60oC-1 

min y 72oC-1 min, 1 ciclo de 72oC-5 min. El producto de PCR se corre en un gel 

de agarosa al 3% con SyBr Green (Molecular probes), en TAE 1X a 90 volts por 60 

min. Pasado el tiempo se observa en un analizador de imagen Gel Doc XR+ BIO- 

RAD.  

Se valora la presencia o ausencia de bandas generalmente fragmentos con los 

siguientes tamaños: 100, 200, 300 400 y 600 pb, lo que es indicativo de una buena 

calidad de DNA para poder amplificar VPH.  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RESULTADOS 

Se reevaloraron las laminillas de los casos - tanto el material de citología como de 

histopatología - por dos patólogos, los cuales no tuvieron acceso al diagnostico 

previamente emitido.  

La correlación citohistológica (concordancia entre la lesión hallada por citología 

con la neoplasia evidenciada mediante histología) fue del 100% para lesiones 

intraepiteliales anales de alto grado con NIA3/carcinoma epidermoide in situ y 

carcinoma epidermoide invasor, mientras que a correspondiente a lesiones 

intraepiteliales de bajo grado fue del 74%; en aquellas citologías que no se informó 

lesión de bajo grado con evidencia histológica de NIA 1 el tamizaje arrojó en el 

90% de los casos la categoría de células epidermoides atípicas de significado 

incierto, lo cual corresponde a una interpretación mitológica que alerta sobre la 

alta posibilidad de la presencia de neoplasia aún sin los hallazgos fehacientes de 

la misma; el resto correspondió a material limitado para diagnóstico (ausencia de 

células columnares y de metaplasia, desecación).  

La tipificación de los genotipos para VPH mostraron la presencia de los genotipos 

de alto riesgo (16,18 y 31) como los más frecuentes en relación al desarrollo de 

neoplasia intraepitelial de alto grado (NIA2) así como de NIA 3/carcinoma 

epidermoide in situ y carcinoma epidermoide invasor.  
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DISCUSIÓN 

En el presente trabajo fue posible realizar por primera vez en nuestro país la 

tipificación de los genotipos involucrados en el desarrollo de lesiones 

intraepiteliales asociadas con infección por virus del papiloma humano en HSH; 

dicha tarea, ya realizada en otros países, es obligatoria en centros de atención 

especializada a pacientes con los factores de riesgo descritos para la adquisición 

de dicha enfermedad, ya que permite evitar la subrepticia morbilidad que 

condiciona. El amalgamamiento de las piezas de información obtenidas en los tres 

niveles biológicos estudiados (molecular, celular y tisular), mandatorio en el 

abordaje diagnóstico del médico patólogo, dilucida a través de los hallazgos 

obtenidos, si bien sobrios dada la limitación numérica de la muestra, la posibilidad 

de asegurar que mediante el estudio aislado de sólo una de las modalidades 

aproxima, en la mayoría de los casos mediante inferencias bien fundamentadas, el 

resultado de las otras dos, con las implicaciones terapéuticas - e incluso, 

monetarias - que pudiere conllevar.  

CONCLUSIÓN 

Es necesario estandarizar los criterios para lograr que la citología anal se 

convierta en un método de tamizaje obligatorio para los pacientes con factores de 

riesgo que requieran de la vigilancia adecuada, tal cual ocurre con la citología 

cervical, ya que representa un método barato que correlaciona casi de manera 

absoluta con las lesiones intraepiteliales originadas por genotipos de VPH de alto 

riesgo. 
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