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| RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCu), una de las causas principales de mortalidad en
mujeres en el mundo, tiene como principal factor etiolégico la infeccién persistente por
virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR), principalmente VPH-16 y VPH-
18; sin embargo, la infeccién por genotipos VPH-33 y VPH-61, y la posible relacién con
lesiones intraepiteliales escamosas del cérvix ha sido poco analizada. El objetivo del
estudio fue evaluar la prevalencia de dichos genotipos en mujeres sinaloenses. El
diagnostico viral se realiz6 por PCR anidada multiplex utilizando tres cécteles de oligos
para la identificacion de 15 genotipos virales. Se analizaron 109 pacientes con un
promedio de edad de 33.38 afios. 46 de las 109 pacientes contaron con citologia
vaginal, las cuales muestran que 54.35% de las pacientes presentaron citologia
vaginal normal, 2.17% presentaron condilomatosis, 17.39% con citologia vaginal con
células escamosas anormales de significancia indeterminada (ASC-US), 15.22%
presentaron lesion intraepitelial de bajo grado (LEIBG), y 10.87% lesién intraepitelial
cervical de alto grado (LEIAG). La prevalencia general de infeccion fue del 65.13%. El
genotipo viral VPH-52 fue el de mayor prevalencia con 36.62%, seguido del VPH-56
con 14.08% y VPH-58 con 12.68%. El genotipo VPH-33 se present6 en el 9.86% de
las pacientes, sin asociacion estadistica con grupo etario (p=.0.468) ni con citologia
vaginal positiva en las pacientes (p=0.130). El genotipo VPH-61 fue encontrado en un

Unico caso en infeccion multiple con otros 3 genotipos.

Palabras clave: Cancer Cervicouterino, Genotipificacion, Sinaloa, NM-PCR, VPH-33,

VPH-61



ABSTRACT

Cervical cancer (CC), one of the main causes of mortality in women in the world,
has as its main etiological factor persistent infection by high-risk human papillomavirus
(HR-HPV), mainly HPV-16 and -18; however, infection by genotypes -33 and -61, and
the possible relationship with squamous intraepithelial lesions of the cervix has been
little analyzed. The objective of this study was to evaluate the prevalence of these
genotypes in Sinaloa women. Viral diagnosis was performed by multiplex nested PCR
using three oligos cocktails for the identification of 15 viral genotypes. A total of 109
patients with an average age of 33.38 years were analyzed. 46 of the 109 patients had
vaginal cytology, which showed that 54.35% of the participating women had normal
vaginal cytology, 2.17% of the patients had condylomatosis, 17.39% had vaginal
cytology with abnormal squamous cells of undetermined significance (ASC-US),
15.22% had low-grade intraepithelial lesion (LSIL), and 10.87% had high-grade cervical
intraepithelial lesion (HSIL). The overall prevalence of HPV infection was 65.13%. The
HPV-52 viral genotype was the most prevalent with 36.62%, followed by HPV-56 with
14.08% and HPV-58 with 12.68%. The HPV-33 genotype was present in 9.86% of the
patients, with no statistical association with age group (p=.0.468) or with positive
vaginal cytology in the patients (p=0.130). The HPV-61 genotype was found in a single
case in multiple infection with 3 other genotypes. These results complement efforts to
understand the demographic distribution of circulating HPV genotypes, which may be
useful to develop better screening methods and thus decrease the incidence and

mortality of cervical cancer.

Key words: Cervical Cancer, Genotypification, Sinaloa, NM-PCR, VPH-33, VPH-61



Il INTRODUCCION
El Cancer Cervicouterino (CaCu) es el cuarto tipo de cancer mas comun en
mujeres en el mundo y afecta a mas de 500,000 mujeres cada afio principalmente
aquellas que viven en paises en vias de desarrollo (Camacho-Ureta y col., 2018). En
México el CaCu es la segunda causa de muerte en mujeres (Mufioz-Bello y col., 2022).
El factor primordial para el desarrollo de CC es una infeccion persistente de un
papilomavirus de alto riesgo (VPH-AR), la cual produce lesiones precancerosas y

eventualmente progresa a CaCu (Padilla-Mendoza y col., 2020).

El virus del papiloma humano (VPH) es reconocido como una de las infecciones
de transmision sexual (ITS) mas comunes en el mundo, con una prevalencia
significativa entre la poblacion femenina. En México, las tasas de infeccion por VPH
son alarmantes (Pedroza-Gonzalez y col., 2022), destacando la importancia de la
deteccion temprana y la identificacion de genotipos especificos para el desarrollo de

estrategias preventivas y terapéuticas efectivas.

La identificacidon de genotipos especificos del VPH, particularmente los genotipos
VPH-33 y -61, ha ganado interés debido a su asociacion con un mayor riesgo de
desarrollo de lesiones cervicales precursoras de cancer cervical (Long y col., 2018).
Estos genotipos, clasificados dentro del grupo de alto riesgo (VPH-AR) oncogénico,
representan un desafio clinico significativo y requieren una vigilancia y caracterizacion
adecuadas para comprender su prevalencia y su impacto en la salud publica,
especialmente en regiones como Sinaloa, donde la carga de enfermedad relacionada

con el VPH es notable.



El presente estudio tiene como objetivo principal la identificacion vy
caracterizacion de los genotipos VPH-33 y -61 en muestras de cepillado cervical
obtenidas de mujeres sinaloenses. Esta investigacion se fundamenta en la necesidad
de generar datos epidemiolégicos que contribuyan a la comprension de la distribucion
de estos genotipos en la poblacion local, asi como para la evaluacion de su asociacion

con lesiones cervicales y el riesgo de desarrollo de cancer cervical.

Para lograr este objetivo, se emplearan técnicas de biologia molecular,
especificamente la reaccion en cadena de la polimerasa anidada multiple (NM.PCR),
para la deteccion vy tipificacion de los genotipos VPH-33 y -61 en las muestras de
cepillado cervical. Los resultados obtenidos no solo proporcionaran informacion
relevante sobre la epidemiologia del VPH en Sinaloa, sino que también serviran como
base para la implementacion de medidas preventivas y de control dirigidas a reducir la

carga de enfermedad asociada con estos genotipos virales.



Il REVISION DE LA LITERATURA

3.1 Céancer Cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCu) es una condicién en la que las células del epitelio
cervical experimentan cambios andmalos, manifestandose inicialmente en lesiones
precursoras de gradual y progresiva evolucion. Estas lesiones pueden presentarse en
forma de displasia leve, moderada o severa segun la Clasificacion de Richart, y tienen
el potencial de progresar a cancer in situ, donde la afectaciéon se limita a la superficie

epitelial, o bien, convertirse en cancer invasivo (Gonzalez-Lopez y col., 2011).

El cancer de cuello uterino se nombra segun el tipo de células donde se origina.

Los principales tipos son los siguientes:

- Carcinoma de células escamosas. Este tipo de cancer comprende hasta el 90
% de los casos de CaCu y se originan en las células del ectocérvix.
- Adenocarcinoma. Estos se originan en las células glandulares del endocérvix y

comprende alrededor del 10% de los casos de CaCu. (National Cancer Institute, 2023)

3.1.1 Neoplasia Intraepitelial cervical

Segun la clasificacion de Richart, la neoplasia intraepitelial cervical (NIC)
constituye la lesion precursora mas frecuente que afecta al cuello uterino. Se observan
alteraciones escamosas atipicas en la regién de transformacion del cuello uterino,
categorizadas en cambios leves, moderados o severos segun su profundidad (NIC1,

NIC2, o NIC3).



- Neoplasia intraepitelial cervical 1 (NIC 1). Indica la presencia de células poco
anormales en la superficie del epitelio. Por lo general ocupan menos de una tercera
parte de la superficie del cérvix (National Cancer Institute, 2023).

- Neoplasia intraepitelial cervical 2 (NIC2). Se caracteriza por cambios
celulares displasicos restringidos sobre todo a la mitad o a los dos tercios inferiores
del epitelio. Presenta anomalias nucleares mas evidentes que en la NIC 1 (Medina-
Villasefior y col., 2014).

- Neoplasia intraepitelial cervical 3 (NIC3). La diferenciacion y estratificacion
celular pueden estar ausentes por completo o limitarse al cuarto superficial del epitelio
con abundantes figuras mitéticas. Se presentan anomalias nucleares en todo el

espesor del epitelio (Medina-Villasefior y col., 2014).

3.2 Epidemiologia del cancer cervical

El CaCu es el cuarto tipo de cancer mas comun diagnosticado en mujeres de
todas las edades a nivel mundial. Es el segundo tipo de cancer que mas afecta a
mujeres en edad reproductiva (Kim y Kim, 2021). En 2020 se estimaron alrededor de
604,000 casos nuevos globalmente con una incidencia estandarizada por edad de 13.3
casos por 100,000 mujeres al afio y una tasa de mortalidad de 7.2 muertes por 100mil
mujeres al afio (Singh y col., 2023). De acuerdo con las estimaciones, de las 342,000
defunciones atribuidas al CaCu en el afio 2020, méas del 90% ocurrieron en naciones
con ingresos bajos 0 medianos (OMS, 2020). Entre las regiones con mayor tasa de
incidencia estandarizada por edad se encuentra Africa oriental (40 casos por 100 mil
mujeres-afio), seguido por Africa del sur (36.4), Africa media (31.6) y Melanesia (28.3).

En América latina los paises con mayor incidencia son Bolivia (36.6) y Paraguay (34.1);



mientras que las tasas de mortalidad oscilaron de 1.0 en Suiza a 55.7 en Eswatini
(Singhy col., 2023). La Figura 1 muestra las tasas de incidencia y mortalidad de CaCu

por pais en 2020.

En México el CaCu también representa un problema de salud publica significativo
siendo el segundo mas diagnosticado y la segunda causa de muerte en mujeres, con
un estimado de 9,400 casos y mas de 4,000 muertes. Presenta una tasa de incidencia
de 12.6 y mortalidad de 5.6 por 100 mil (GLOBOCAN, 2020). En 2015 la Secretaria de
Salud estim6 que los estados con mayor mortalidad por CaCu fueron Morelos (18.6),

Chiapas (17.2) y Veracruz (16.4) por cada 100 mil mujeres.

En el estado se Sinaloa, segun el ler informe de gobierno, durante el afio 2021
fallecieron 113 por CaCu; mientras que en 2022 (hasta septiembre) fallecieron 78
mujeres registrando una tasa de mortalidad de 9.4 por cada 100mil mujeres. Hasta
noviembre de 2023 se reportan 319 casos de infeccion por VPH y 237 casos nuevos
de CaCu, el cual presenta un aumento de 42% con respecto al afio 2022 (Boletin

Epidemiolégico, 2023).
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Figura 1 Tasas de incidencia mundial de cancer cervicouterino. La figura muestra las
tasas de incidencia mundial de cancer cervicouterino por cada 100,000 mujeres. El
color azul intenso indica la tasa de incidencia mas alta. La tasa de incidencia de CaCu
en México en 2020 fue de 12.2 por cada 100,000 mujeres.
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Figura 2 Tasas de mortalidad mundial del cancer cervicouterino. En la figura pueden
apreciarse las tasas de mortalidad del cancer cervicouterino por cada 100,000 mujeres
en el mundo. La tasa de mortalidad en México en 2020 fue de 5.6 por cada 100,000
mujeres.
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Figura 3 Numero de nuevos casos de cancer en México. El grafico muestra el nUmero
de nuevos casos de cancer en México durante el afio 2020 en mujeres de todas las
edades. Se muestra que el CaCu ocupa el segundo lugar de después del cancer de

mama.
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3.3 Factores de riesgo asociados al desarrollo de CaCu

- Infeccion por virus del papiloma humano

El factor principal para el desarrollo de CC es presentar una infeccion por
Alrededor del 99.7% de los tumores malignos en el cuello del Gtero estan asociados a
una infeccion persistente de un tipo de VPH-AR (Cohen y col., 2019). Sin, embargo,
existen multiples factores de riesgo que pueden favorecer el desarrollo de CaCu (como

factores sexuales y reproductivos, ambientales o de comportamiento).

- Comportamiento sexual.

Se ha documentado que las mujeres que inician su vida sexual antes de los 18
afios tienen una mayor probabilidad de padecer CaCu que aquellas quienes la inician
posterior a esta edad. En efecto, la actividad sexual antes de la mayoria de edad ha
sido ligada a un mayor riesgo de adquirir una infeccion por VPH, que puede llevar a
displasia cervical y anormalidades a una edad mas temprana (Mekonnen y Mittiku,
2023). El numero de parejas sexuales es otro factor de riesgo fuertemente asociado al

CaCu (Medina-Villasefior y col., 2014).

- Uso de anticonceptivos orales (AO).

El uso de AO, especialmente un uso prolongado, es un conocido factor de riesgo
para el CC. Multiples estudios reportan una fuerte asociacion al uso de AO con el

riesgo de cancer, especialmente adenocarcinoma (Asthana y col., 2020).

11



Multiparidad

Un metaandlisis realizado en 2020 revel6 que las mujeres con multiple paridad
tenian 2.65 veces mas probabilidades de desarrollar CaCu y que sus homélogas
(Tekalegn y col., 2022). Esta asociacion puede deberse a los cambios hormonales
durante el embarazo. Se sabe que la concentracién de estrégeno y progesterona en
sangre aumentan y alcanzan los niveles mas altos en las ultimas semanas de
gestacion lo cual puede ser responsable de las alteraciones en la unién entre el epitelio
escamoso Yy columnar (zona de transformacién) que se producen durante el embarazo
(Ostergard, 1979). Otra posibilidad puede ser que, debido al uso del anticonceptivo, se
evita el uso de una barrera protectora como el uso del condon, que facilita la infeccion

viral y consecuente CaCu.
Inmunodeficiencia

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH), agente etiologico del SIDA debilita
el sistema inmunitario y ocasiona un mayor riesgo de que ocurra una infeccion por
VPH (American Cancer Society, 2020). El resultado de multiples estudios de la relacion
entre VIH y CaCu sugieren una mayor tasa de infecciones persistentes de VPH, mayor
cantidad de citologias anormales y una incidencia mas alta de NIC y cancer invasivo
entre la poblacion que vive con VIH (G. Liu y col., 2018). Un sistema inmunitario
debilitado disminuye la capacidad del cuerpo para combatir una infeccion por VPH o

para revertir neoplasia cervical (National Cancer Institute, 2023).

12



Tabaquismo

La exposicion al tabaco de forma activa o pasiva ha sido identificada como un
factor de riesgo independiente para el desarrollo de CaCu. El humo del tabaco contiene
numerosas sustancias carcinogénicas que pueden afectar negativamente la salud
cervical (Sugawara y col., 2019). Diversos estudios sefialan al tabaquismo como un
factor ambiental que favorece el riesgo de sufrir lesiones pre cancerigenas y CaCu. El
uso del tabaco es el elemento de mayor importancia para la progresién, mujeres con
infeccién por VPH pueden duplicar la probabilidad de presentar lesiones que

evolucionen a cancer en comparacion con aquellas que no son fumadoras.

3.4 Caracteristicas generales del Virus del Papiloma Humano

Los papilomavirus son un grupo de virus ubicuo que infecta los epitelios de
mamiferos y otras especies vertebradas. Pertenecen a la familia Papillomaviridae,
especificamente a 5 géneros: alfa, beta gamma, mu y nu. Alrededor de 200 genotipos
de VPH que infectan humanos han sido identificados (Tong y col., 2019). Los virus del
VPH miden aprox 50 nm de diametro sin envoltura, y el genoma viral esta constituido
dentro de una capside icosaédrica compuesta por 72 capsémeros. El genoma viral es

circular de ADN bicatenario de aproximadamente 8 Kpb (Munger, 2019).

El VPH representa una de las ITS’s mas comunes en la poblaciéon, aunque
también puede adquirirse por medio de fomites o contacto piel con piel en una zona
infectada. Se han identificado mas de 150 tipos de VPH gue pueden clasificarse segun
su tropismo cutdneo o mucoso. Los genotipos de tropismo cutaneo se aislan de forma

frecuente en verrugas cutdneas y plantares, en pacientes inmunodeprimidos y en
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algunos tumores epiteliales. Los genotipos mucosotrépicos se identifican en lesiones
neoplasicas no solo de cuello uterino sino también de otras zonas (ano, pene, vagina
y vulva). Ocasionalmente, estos tipos virales se encuentran en tejidos y lesiones

malignas de la cavidad oral, orofaringe y laringe. (Sanabria-Negrin, 2009).

3.5 Estructuragendmicadel virus

El genoma del VPH esta conformado por alrededor de 8 Kpb y es una molécula
de ADN circular de doble cadena. La disposicién de los marcos abiertos de lectura
(ORF) es igual en todos los tipos de papilomavirus (Prendiville y Davies, 2004). El
genoma se divide en tres regiones: la larga de control (LCR) que carece de potencial
codificante; la region de expresion temprana (E1-E8) y region de expresion tardia (L1

y L2).

3.5.1 Genes de expresion temprana
La region de genes tempranos alberga 8 ORF (E1 a E8) que controlan la
replicacion viral, y algunos de estos genes, como E6 y E7, pueden tener capacidad

transformadora.

- E1: Tiene un tamafio de 68-85 kD, se une al origen de replicacion y presenta
actividad ATPasa y helicasa (Wilson y col., 2005). Forma un complejo de iniciacién con
la proteina E2, ciclinas, quinasas dependientes de ciciclinas, ADN polimerasa y

proteinas de la célula huésped (Hong y Laimins, 2013).
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Figura 4 Representacion lineal del genoma del VPH. Se aprecian las proteinas de
expresion temprana y tardia, asi como su lugar y funcién en el genoma. (Modificado
de Moran (2005).
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- E2: de 48kD aproximadamente, es el principal regulador transcripcional y
funciona como como represor del promotor temprano uniéndose a los sitios de union
de E2 proximales al sitio de inicio de la transcripcion temprana (Hong y Laimins, 2013).

- E3: su funcién y tamafio son poco estudiadas, solamente se encuentra en
algunos tipos de VPH (Prendiville y Davies, 2004).

- E4: de 10-44kD. Los productos del gen E4 tienen una estructura modular y se
expresan a partir del ARNm empalmado E1"E4. Sus proteinas E4 contribuyen a la
eficacia de amplificaciéon del genoma y a la sintesis del virus, facilitan la liberacién y
transmision eficiente del virus (Doorbar, 2013).

- E5: 14 kD aproximadamente. Puede activar el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) mediante su union a la proteina bomba ATPasa, lo que conduce a
una reduccion de la regulacion de los receptores EGFR. La activacion del EGFR puede
conducir a la sobreexpresion de protooncogenes y estimular el rapido crecimiento
celular (Tsai y Chen, 2003).

- E6: Con un tamafio de 16-18 kD, en combinacion con la ubiquitina ligasa
humana E6AP (proteina asociada a E6) forma un complejo que se dirige
especificamente a p53 (importante supresor tumoral) para su degradacion mediada
por ubiquitnacion. Ademas, la E6 desempefia otras funciones para promover la
replicacion viral, interrumpe los puntos de control del ciclo celular para promover la
proliferacion incrementando la actividad telomerasa (Y. Liu y Baleja, 2008).

- E7: Posee un tamafio de 10kD aproximadamente. E7 es la tercera proteina
codificada por el VPH. Al dirigirse a las vias reguladoras del ciclo celular controladas

por la proteina supresora de tumores pRB y las proteinas relacionadas p107 y 0130,
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proporciona un entorno favorable para la replicacion del ADN viral al mantener un
estado similar a la fase S en los queratinocitos en diferenciacion (IARC, 2005).

- E8: recientemente se ha descrito una nueva proteina de la fusién de un pequefio
ORF ES8 con parte de la proteina E2. Tiene un tamafio de unos 20kD y es capaz de
reprimir la replicacién del ADN viral, asi como su transcripcién, por ello se cree que
juega el papel mas importante en el mantenimiento de la latencia viral observada en

las células del epitelio infectado (Hiller y col., 2004)

3.5.2 Genes de expresion tardia
La region de los genes tardios cuenta con 2 ORF, cuyas proteinas cuentan con

una funcion estructural

-L1: Su tamafo ronda los 57 kD y constituye la proteina mayor de la capside
viral. Cuando existe la sobreexpresion esta puede auto ensamblarse para formar
“virus-like-particles” (VLP’s) (IARC, 2005).

- L2: Sus dimensiones varian entre 43-53 kD y es la proteina menor de la capside

viral (Prendiville y Davies, 2004).

3.5.3 Regidn larga de control
LCR es un segmento gendémico que no posee ORF, es una region reguladora no
codificante de aproximadamente 1Kpb. Contiene elementos reguladores que estan
involucrados en la replicacion viral y también en la transcripcion de genes virales
incluyendo los oncogenes E6 y E7. (Gyongyosi y col., 2023). LCR se involucra con
numerosos factores de transcripcion celulares y virales, tales como AP1 y SP1, asi
como para las proteinas virales E1 y E2, que controlan la replicacién y expresion del

genoma viral (Bernard, 2013).
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3.6 Ciclo replicativo del VPH y su progresion a cancer

El ciclo viral del VPH tiene inicio con la infeccién de la capa basal del epitelio,
generalmente a través de micro abrasiones ocasionadas durante las relaciones
sexuales que alteran la barrera epitelial (Tong y col., 2019). La naturaleza de los
receptores del VPH aun no esta clara, aunque se ha implicado a la integrina a436
(Munger y col., 2004). El genoma del VPH utiliza la maquinaria de la célula hospedera
para replicar su ADN manteniéndose en un numero bajo de copias. Tras la
diferenciacién de las células epiteliales, el virus se replica hasta alcanzar un elevado
numero de copias y expresa los genes de la capside (L1 y L2), lo que da lugar a la
produccion de nuevos viriones progenie que se liberan de la superficie epitelial y
contindan infectando células vecinas. Para persistir, el VPH necesita infectar células
basales que presenten caracteristicas similares a las de las células madre y que aun
sean capaces de proliferarse, por lo que la zona de transformacién posicionada entre
el endo-exocérvix es un lugar ideal para la infeccién y posterior propagacion (de

Sanjosé y col., 2018).

Durante el periodo de infeccion persistente no existe respuesta inmunoldgica
aparente, Esto se debe en parte al propio ciclo viral, que garantiza que se produzcan
altos niveles de replicacion viral solo en las capas superiores de células diferenciadas
gue no estan expuestas a las defensas inmunitarias. Los VPH también estan
equipados para interferir con las respuestas inmunes innatas y retrasar las respuestas
inmunes adaptativas (Stanley, 2012). Sin embargo, en algun punto de la mayoria de

las infecciones por VPH, el sistema inmunoldgico es capaz de inducir la regresion de

18



las células y lesiones infectadas. La mayoria de las infecciones por VPH desaparecen

por si solas en los primeros dos afios (McBride, 2017).

La oncogénesis tiene lugar cuando ocurre la integracion del genoma viral al ADN
de la célula hospedera. La integracion viral ocurre a través de los genes tempranos
(E1y E2), estos genes codifican proteinas que regulan la expresion genética viral y su
replicacion. Este proceso produce una alteracion en la expresion de proteinas virales
E6 y E7 las cuales se encuentran presentes en el cancer de cuello uterino asociado al
VPH (Castellsagué, 2008). La funcion biolégica mas importante de la proteina E6 es
la inactivacién de la proteina supresora p53. El gen p53 se considera el “guardian del
genoma”, es el responsable de reparar las células mutadas antes de entrar en la
mitosis, si no se pueden reparar, es capaz de activar los genes que inducen la
apoptosis y dirigir las células mutadas a este proceso; por lo tanto, la interacciéon entre
la proteina E6 del VPH y la proteina supresora p53 se considera crucial en el proceso
de transformacion maligna porque permite la proliferacion de las células epiteliales con
inestabilidad cromosOmica y alto nivel de mutaciones provocadas por el VPH. La
proteina E6 es capaz de lograr la degradacion de la proteina p53 uniéndola a una
enzima, la ubiquitina ligasa, y de esta manera ser metabolizada en el proteosoma.

(McBride, 2017).

La proteina E7 es capaz de inhibir otra proteina supresora, la proteina de
retinoblastoma (pRB) y de esta manera se liberan factores de transcripcién, como el
E2F, los cuales promueven la actividad de proteinas relacionadas con el crecimiento
celular. Ademas, la proteina E7 es capaz de aumentar la actividad de las ciclinas Ay

E, el activador de kinasas cdk-2, y de esta manera pueden favorecer el paso de la
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célula de la fase G1 a la S. Otra funcion de la proteina E7 es la inhibicion de las
proteinas supresoras p21y p27. Finalmente, vemos como las proteinas E6 y E7 actlan
como oncoproteinas eliminando las funciones supresoras de las proteinas p53, p21,
p27 y pRB; ademés, aumentando la actividad de las ciclinas dependientes de kinasas
eliminando sus mecanismos inhibitorios. Esto conlleva a un crecimiento sin control de
células alteradas ya que se han perdido los puntos de chequeo del ciclo celular
inducidos por estas oncoproteinas (Hernandez, 2017). La Figura 5 muestra el

progreso de una infeccion por VPH a CaCu.

3.7 Clasificacion de los genotipos de VPH

La familia Papillomaviridae contiene 49 géneros y mas de 300 tipos de
papilomavirus humanos y animales. Alrededor de 200 son papilomavirus humanos y
estan organizados en cinco géneros filogenéticos denominados alfa, beta, gamma, mu
y un. Es el género Alpha-Papillomavirus el grupo que alberga a los VPH de tropismo
muco-cutaneo y por lo tanto los que se involucran en las lesiones cervicales en seres

humanos.

La clasificacion de los VPH esta basada en la secuencia nucleotidica de los ORF
gue codifican la proteina L1 (Bernard y col., 2006). Los VPH pertenecen a un género
distinto cuando la similitud en la secuencia nuecleotidica de la proteina L1 es menor al
60%. Un genotipo de VPH se define como un genoma cuya secuencia del gen L1 es
al menos un 10% diferente de cualquier otro tipo. Se le conoce como una variante
cuando la secuencia nucleotidica varia entre un 2 y 10%. Cada tipo de VPH se

identifica mediante un nimero. Por ejemplo, VPH- 11 y -6 se han encontrado en
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verrugas genitales y los VPH-16 y -18 estan mayormente asociados a cancer

anogenital (Bzhalava y col., 2015).

Los VPH también pueden clasificarse segun su capacidad de producir cancer y
se denominan de alto y bajo riesgo, la siguiente tabla describe los tipos de VPH, su

clasificacion y sus manifestaciones clinicas mas comunes.

21



. Infeccién Transitoria : ;

PRI InfecciOn s ey, SR Progresionnees S vasio nE e PR e

- Cérvixsano - — (Cérvix infectado
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Figura 5. Progresion de infeccion de VPH a CaCu. La infeccién persistente por VPH
de alto riesgo implica el desarrollo de lesiones premalignas que a través del tiempo
pueden convertirse en cancer, mientras que una infeccién transitoria presentara una
regresion de lalesion. A) Cérvix sano. B) NIC 1 o lesiéon escamosa intraepitelial de bajo
grado (LEIBG), presenta células anormales el 1/3 inferior del epitelio. C) NIC 2-3 o
lesion escamosa intraepitelial de alto grado (LEIAG) afecta mas de 2/3 del epitelio
cervical, presenta mayor actividad mitética y contenido de células inmaduras en la
parte central y superior de la lesién. D) Carcinoma in situ. (Modificado de Schiffman,
2007).
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Figura 6. Clasificacion filogenética del VPH. Se muestran los diferentes grupos
en los que se dividen los VPH. De los cuales los géneros Alpha y Beta son los
mas importantes clinicamente. (Modificado de Villers y col., 2004)
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Cuadro 1. Clasificacién de Alpha-papilomavirus segun su riesgo

Género Tipo Clasificacion Manifestacion Clinica

Alphal VPH-32 Bajo riesgo Hiperplasia epitelial oral

Alpha 8 VPH-7 Bajo riesgo Neoplasia Intraepitelial Cervical 1

Alpha 10 VPH-6 Bajo riesgo Condylomata acuminata
VPH-11  Bajo riesgo Papilomatosis respiratoria recurrente

Alpha 13 VPH 54  Bajo riesgo Verrugas de Butcher

Alpha9 VPH-16  Alto riesgo Cada tipo esta asociado a una
VPH-33  Alto riesgo carcinogenicidad distinta (Cancer de

Alpha 7 VPH-18  Alto riesgo cuello uterino, pene, vulva, ano, cuello,
VPH-45  Alto riesgo etc.)

Alpha5 VPH-51  Alto riesgo

Alpha 6 VPH-56  Alto riesgo

Alpha 11 VPH-34  Alto riesgo

Alpha 3 VPH-61  Bajo riesgo Lesiones de bajo riesgo en mucosa

Alpha2 VPH-10 Bajo riesgo

Alpha4 VPH-57  Bajo riesgo

Modificado de Egawa y Doorbar (2017)
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3.8 Genotipos VPH-33y -61

Pese a que mdltiples estudios sitian a los VPH -16 y -18 como aquellos con
mayor asociacion a tumores malignos en areas anogenitales (Camacho-Ureta y col.,
2018), actualmente se conocen alrededor de 14 genotipos de VPH-AR que incluyen al

tipo -33 y otros tipos cuyo riesgo no ha sido determinado como el VPH-61.

El VPH-33 pertenece al género Alpha-papillomavirus lo que significa que su
tropismo es mocoso y cutadneo, esta clasificado como VPH-AR y es encontrado
principalmente en lesiones precancerosas como NIC 3 o en situaciones de CaCu. Un
estudio realizado al sureste de China cataloga el VPH-33 como uno de los mas
carcinogénicos de la region (Long y col., 2018). Asi mismo, estudios en Sinaloa
demuestran una alta prevalencia de este genotipo en mujeres con condilomatosis

vulvar o con citologia normal (Acosta-Escalante y col., 2022; Aranda-Rivera, 2014).

EL VPH-61 pertenece al género Alpha-papillomavirus 3, igual que el VPH-33, su
tropismo es mucho-cutaneo y generalmente se clasifica como VPH-BR; sin embargo,
no es un objeto de estudio comudn y por lo tanto se desconoce mucha informacion de
su impacto real. Un estudio realizado en Jalisco sitia al VPH-61 como el genotipo de
bajo riesgo mas frecuente con un 6.25% (Flores-Miramontes y col., 2015). Otros
estudios sefialan que el genotipo VPH-61 se encuentra principalmente en infeccidn
multiple con otros genotipos y encuentra en lesiones cervicales leves (Padilla-Mendoza

y col., 2020).
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3.9 Métodos para el diagnéstico de CaCu y VPH

3.9.1 Métodos basados en el diagnostico citolégico

La citologia es un método primario de cribado usado para identificar lesiones
preclinicas y prevenir el desarrollo de CaCu. Este método ha sufrido numerosos
cambios a través de los afios. La citologia ginecolégica comienza, en sentido estricto,
en 1943 con el método desarrollado por George N. Papanicolaou y constaba de la
tincién de frotis vaginales para la identificacion de células tumorales (Varela-Martinez,

2005).

Los estudios iniciales de Papanicolau no manejaban criterios
anatomopatologicos en su clasificacion, se utilizaban una clasificacion numérica
basada en cinco categorias o grado. Esta clasificaciéon se ha modificado debido al
conocimiento sobre la patogénesis de la neoplasia cervical y al papel del VPH como

agente etioldgico.

El concepto de Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) fue acufiado por Richart en
1967 donde se reconocen tres estados andmalos en las células cervicales segun su
progresion, maduracién y diferenciacion. De acuerdo con la alteracion presentada, si
afecta al tercio basal se considera NIC 1, entre uno y dos tercios NIC 2 y mas de dos

tercios o mas NIC 3 (Figura 7).
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Figura 7. Ejemplo de Neoplasia intraepitelial Cervical. a) NIC. Las células displasicas
estan confinadas en el tercio inferior del epitelio. b) NIC2. Las células atipicas aparecen
sobre todo en los dos tercios inferiores del epitelio. y ¢) NIC3. Las células displasicas
se distribuyen por el tercio superior de los epitelios mas alla de los dos tercios

inferiores.
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En el aflo de 1988, nace el Sistema Bethesda, el cual se cred con la idea de
elaborar un formato de reporte claro para la citologia ginecolégica, asi la terminologia
utilizada podria ser uniforme, reproducible entre los laboratorios de citologia cervical y
que, al mismo tiempo, reflejara los conocimientos mas actualizados sobre las
neoplasias cervicales (Moreno-Barrios, 2014). En esta clasificacion, las células
atipicas se dividen en ASC-US (células escamosas atipicas de significado
indeterminado) y ASC-H (células escamosas atipicas, no puede excluirse una lesion
intraepitelial escamosa de alto grado). A demas, se establecen las Lesiones
Intrepiteliales de bajo grado (LIEBG) (incluyen infeccion por VPHy NIC 1) y la Lesiones
Intraepiteliales de alto grado (LIEAG) (incluye NIC 1 y NIC 2). Esta es la clasificacion
recomendada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Cuba-Reyes M. y col,

2019). La clasificacion del sistema Bethesda es mostrado en el Cuadro 2.

La citologia cervical para el tamizaje de CaCu puede ser de dos tipos; citologia
convencional y la citologia en base liquida. En la citologia convencional la muestra se
obtiene por raspado o cepillado del endo-exocérvix y la cavidad vaginal, éste se coloca
en un portaobjetos formando una monocapa y es fijado, posteriormente sera tefiido
para su interpretacion histopatolégica. Esta citologia puede presentar algunas
desventajas pues el proceso manual de extension de las células en el portaobjetos

puede conducir a una distribucion desigual y dificultar el proceso de interpretacion.

Por otro lado, la citologia en base liquida evita el extendido de células en la fase
inicial y coloca directamente la muestra en el liquido preservante, lo que incrementa la

sensibilidad del estudio (Contreras, 2015).
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Cuadro 2. Clasificacidn del Sistema Bethesda (2001).

Tipo de muestra

Extendido convencional
Muestra de citologia liquida

Idoneidad de la muestra

Satisfactoria

Insatisfactoria (especificar motivo)
Muestra rechazada no procesa
Muestra procesada y examinada

Categorizacion general
(opcional)

Negativo para Lesion Intraepitelial o malignidad
Células epiteliales normales
Otras normales en mujeres

Interpretacién/resultados

Negativo para lesion intraepitelial o malignidad
Células epiteliales anormales

Células escamosas atipicas:

ASC-US (de significado incierto)

ASC-H (no puede excluir LEIAG)

Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado (LEIBG)
Lesion escamosa intraepitelial de alto grado (LEIAG)
Carcinoma escamoso (CEC)

Células glandulares:

AGC (atipicas]) especificar endocervical endometrial
AGC-N (atipicas, posible neoplasia)

AIS (Adenocarcinoma in situ endocervical)

Otros

Células endometriales en mujer de 40 afios

Notas
(Opcional)
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El Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) recomienda la citologia cervical
convencional como prueba de tamizaje para mujeres con vida sexual activa, mujeres
dentro de los tres afios después de la primera relacion sexual o hasta los 21 afios y a
mujeres que lo solicite y sugiere el siguiente diagrama de flujo para el cribado de

cancer cervical en México (Gonzéales-Lépez y col., 2011).

3.9.2 Métodos moleculares de detecciéon de ADN
El cribado mediante citologia y test molecular de VPH permiten un diagnéstico y
tratamiento precoz de lesiones premalignas impidiendo la progresién a carcinoma

invasor (Vidal y col, 2021).

Debido a que el VPH no puede ser replicado en cultivos de tejidos estandar, el
desarrollo de métodos moleculares ha sido fundamental para la deteccion de VPH y el
control primario del CaCu. Existen tres métodos moleculares basicos utilizados para
este propésito, estos son los métodos de hibridacion de acidos nucleicos, métodos de

amplificacion de sefal y métodos de amplificacion de objetivos (Cali y col., 2023).

La hibridacion de &cidos nucleicos es un meétodo utilizado para detectar
secuencias de nucledtidos basado en la unién complementaria a una sonda de oligos
(ADNCc, ARNC, entre otros) a una secuencia diana especifica de ARN o ADN en células.
Los hibridos formados se pueden visualizar y detectar por medio de fluorescencia
(Williams y col., 2022). Entre los métodos de hibridacion se encuentra el método de
Southern blotting el cual es considerado como el estandar de oro para el analisis

gendémico del VPH (Cali, 2023).
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Figura 8. Diagrama de flujo sugerido por el IMSS para el cribado de céancer
cervicouterino. Describe el proceso a seguir para la prevencion del CaCu a traves del
cribado. Si la muestra fue adecuada se evaluaran los resultados segun el siguiente
criterio: si el resultado es normal y la paciente no presenta factores de riesgo deberan
realizarse exploraciones ginecoldgicas cada dos o tres afios. Por otro lado, si el
resultado no es normal debera clasificarse el tipo de anormalidad, posteriormente
debera enviarse a clinica de displasia 0 modulo de colposcopia en un plazo no mayor
a 3 0 6 semanas dependiendo del hallazgo de anormalidad.
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Los métodos de amplificacion de sefial son una extension de las técnicas de
sondas con una sensibilidad mayor. En este sistema, los acidos nucleicos se hibridan
primero con sondas especificas. Luego, la cantidad de sefiales generadas los
complejos hibridos aumentan. Hybrid Capture 2 es el método de amplificacion de sefial
aprobado por la FDA (Food and Drugs Admnistration de EU) para el diagnéstico de

VPH (Cali, 2023).

Por ultimo, en los métodos de amplificacion de objetivos tenemos a la Reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), esta técnica permite copiar exponencialmente un
fragmento especifico de ADN en poco tiempo (Williams, 2022). Esto la convierte en
una opcion muy flexible y sensible para la deteccion de VPH. La PCR anidada multiple
(NM-PCR) es una herramienta sensible y util para la detecciéon del ADN del VPH,
especialmente cuando se requiere un genotipado exacto del VPH y la identificacion de

multiples infecciones por VPH (Sotlar, 2004).

A pesar de la existencia de multiples kits comerciales para la deteccion de VPH,
estos se centran en identificar a los genotipos mas comunes de alto y bajo riesgo.
Como puede observarse en la tabla x, donde se enlistan los kits comerciales mas
comunes aprobados por la FDA, los genotipos que identifica son practicamente los
mismos, restando importancia a genotipos menos estudiados como el VPH-61 el cual
no se encuentra en ninguno. Esto puede representar un sesgo en la informacién de la

diversidad de genotipos de VPH estudiada.
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Cuadro 3. Kits comerciales de deteccion de VPH y genotipos que identifica.

Kit Comercial Principio de Deteccion Genotipos que Identifica
Captura de Hibridos Deteccién de genoma 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
(Qiagen) 56, 58, 59, 68
Cervista HPV HR Amplificacién de sefial 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
test (Hologic) 56, 58, 59, 66, y 68

Cobas 4800 HPV Amplificaciony genotipado de 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,

(Roche) VHP 16y 18 56, 58, 59, 66, y 68

Aptima HPV Assay Amplificacion de proteinas E6y 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,

(Gen Probe) E7 56, 58, 59, 66, 68
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3.10 Antecedentes de la prevalencia de los genotipos VPH-33 y VPH-61 en el
mundo

Actualmente existen diversos estudios dedicados a la identificacion de genotipos
de VPH en distintas regiones del pais y del mundo, como el estudio realizado en
Sichuan, China por Li Bei y col. en 2018, en él analizaron la prevalencia y distribucion
de los genotipos de VPH en un total de 10,953 mujeres con diferentes resultados
citologicos. La tasa general de infeccion por VPH fue de 24.1%. La prevalencia de
VPH-AR fue 19.9%. EN pacientes con NIC1, el VPH-33 ocup6 el 3er con mayor
prevalencia, precedido por el VPH-18 y VPH-16 respectivamente. Por otro lado, en
Noruega, Sjoeborg y col. en 2010 realizaron un estudio de distribucion de genotipos
de acuerdo con la severidad de la neoplasia intraepitelial. Se analizaron 643 pacientes
con histologia confirmada de NIC2+ de las cuales el 98.4% resultd positiva VPH,
siendo el VPH-16 el mas frecuente, detectado en el 51.2% de las pacientes, seguido
de los VPH -31 y VPH-33. Infeccién multiple de dos o mas genotipos fueron detectadas
en el 52.5% de las mujeres. Los genotipos VPH-16 y VPH-33, en infeccién multiple o
Unica, fueron detectados con mayor frecuencia en mujeres con NIC3+. En otro estudio
realizado por Md-Yimin y col. en 2019 en California, Estados Unidos, se analizaron
para infeccién por VPH en 21 biopsias con diagnostico de LIEAG+ cuya prueba previa
resulté negativa. Sin embargo, se detecté VPH en el 95% de las muestras. En 14
muestras se detectd una infeccion por un VPH-AR; mientras que 6 fueron infectadas
por un VPH-BR, habiendo un caso de infeccién Unica por el VPH-61. Este resultado
difiere de la clasificacién regular del VPH-61 generalmente colocado en la categoria
de bajo riesgo segun la clasificacion de la IARC, debido a la insuficiencia de datos

sobre su potencial oncogénico. El autor de este estudio concluye que algunos de estos
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genotipos podrian no ser tan benignos como comunmente se percibe y podrian causar
displasia cervical o incluso cancer, especialmente en mujeres con un resultado

"negativo” en la prueba del VPH-AR.

Un estudio realizado en el norte de Peru por Ponce-Benavente y col. en 2018 con
397 raspados cervicovaginales detect6 presentica de VPH en 121 muestras. Al menos
un VPH-AR fue encontrado en el 63.3% de las pacientes y un VPH-BR en el 7.4%.
Dentro de los VPH-AR, VPH-31 fue el mas comun, presente en el 20% de los casos,
seguido del VPH-16 presente en 11.4%. Infeccién multiple entre dos o mas tipos fueron

observadas en 12 casos.

En México también se han realizado numerosos estudios acerca de la frecuencia
de genotipos de VPH-AR y BR. Algunos de ellos evidencian la alta incidencia del VPH-
33y la presencia del VPH-61 a pesar de la poca informacion con la que se cuenta hoy
en dia. El estudio realizado por Hernandez-Rosas en 2021 en el estado de Sonora
incluyendo citologia y test de VPH de 1000 mujeres, se obtuvo una prevalencia de
VPH de 27.2% y los VPH-33 y VPH-16 se encontraron con la misma frecuencia
principalmente en pacientes con NIC2+. Otro estudio realizado por Flores-Miramontes
y col. en 2015 en el oeste de México a 233 mujeres arrojo una prevalencia de 66.1%.
Entre los genotipos mas frecuentes se encontraron el VPH-15, VPH-51 y VPH-84. Por
otro lado, en el grupo de pacientes con NIC1 se encontraron 5 casos del genotipo 61
(7.5%) siendo un caso como infeccién Unica. Los estudios de genotipificacion en
Sinaloa son mas bien escasos; sin embargo, el grupo de investigacion de la Facultad
de Ciencias Quimico-Bioldgicas ha realizado esfuerzos para reunir informacion acerca

de la distribucion y diversidad de los genotipos de VPH en el estado como el estudio
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de Aranda-Rivera en 2016, donde se determiné la frecuencia de genotipos de VPH de
96 mujeres con citologia normal, obteniendo una positividad de 52.1% y siendo el VPH-

33 el de mayor frecuencia (52.1%).

El estudio de las infecciones multiples por genotipos de VPH ha tomado mayor
relevancia clinica pues se desconoce su implicacion en el desarrollo aseverado de
lesiones o CaCu. En México durante el afio 2020 Oyervides-Mufioz y col. estudiaron
la asociacion entre infecciones multiples de VPH, carga viral y lesiones cervicales
persistentes. Utilizaron 294 muestras de citologia cervical, de las cuales el 59%
estaban infectadas con mas de un genotipo. Los genotipos asociados a infeccion
multiple fueron los genotipos VPH-16, VPH-18 y VPH-39. Ademas, en las muestras de
seguimiento, el 54.8% de las pacientes con infeccion multiple continuaron positivas a
VPH. Los estudios de seguimiento proporcionaron mas evidencia de que las
infecciones multiples por VPH y las cargas virales altas pueden ser marcadores
importantes para identificar pacientes con alto riesgo de tener infecciones persistentes

y desarrollar CaCu.

36



IV JUSTIFICACION
El CaCu representa un gran problema de salud publica en el mundo y afecta
principalmente a paises de bajos y medianos ingresos, y frecuentemente se
diagnostica en estadios avanzados donde el tratamiento es menos efectivo. La
deteccion temprana es una pieza fundamental para disminuir la alta incidencia y
mortalidad del CaCu en México y Sinaloa. Es crucial estudiar genotipos que
representen un potencial impacto en la salud publica como lo es el genotipo VPH-33,
su prevalencia en Sinaloa ha sido reportada en estudios previos y a diferencia de los
genotipos VPH-16 y -18, este no se encuentra en la vacuna disponible en México,
Ademas, es un genotipo fuertemente asociado a lesiones de alto grado y al CaCu. Por
otro lado, el genotipo VPH-61 es un genotipo poco estudiado, la mayoria de los
estudios de tipificacion se centran en aquellos genotipos de AR; sin embargo, existe
evidencia de la alta prevalencia del VPH-61 en otros paises, por lo que recabar
informacion de la prevalencia de este genotipo en Sinaloa es relevante para determinar
cual es su verdadero impacto en la salud publica. Entender la prevalencia y
comportamiento de los genotipos VPH-33 y VPH-61 puede ayudar a identificar su rol
en el desarrollo de lesiones precancerosas y su interaccién con otros genotipos, lo que

es crucial para mejorar las estrategias de prevencion y tratamiento.
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V HIPOTESIS

Se identificara por lo menos uno de los genotipos de interés en el 33% de las

muestras analizadas.
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VI OBJETIVOS

A. Objetivo general

Identificar los genotipos VPH-33 y VPH-61 en muestras de cepillado de endo-exoceérvix

de mujeres sinaloenses

B. Objetivos Especificos

1 Identificar el genoma viral en las muestras de cepillado de endo-exocérvix

2 Genotipificar los VPH presentes en las muestras utilizando NM-PCR

3 Analizar presencia de infecciones multiples de los 15 genotipos de VPH

4 Estudiar la posible relacion entre los genotipos virales y el resultado de la

citologia vaginal
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VIl MATERIALES Y METODOS
El andlisis de las muestras se llevé a cabo en el Laboratorio de Microscopia,
Facultad de Ciencias Quimico-Bioldgicas (FCQB), Universidad Autbnoma de Sinaloa
(UAS), ubicada en Avenida de las Américas y Josefa Ortiz de Dominguez S/N, Ciudad
Universitaria, Culiacéan, Sinaloa, México, C.P. 80010, bajo la supervision y direccion de

los Dres José Guadalupe Renddn Maldonado y Sergio Alonso Duran Pérez.

7.1 Disefo de estudio

El estudio es de caracter retrospectivo, descriptivo, observacional y transversal
donde se tomaran en cuenta variables cualitativas y cuantitativas. Se tomé un tamafo
muestral a conveniencia de 109 muestras de raspado de endo-exocérvix de pacientes
estado de Sinaloa que acudieron a los laboratorios Delia Barraza, con los que la
institucion tiene convenio, a realizarse el estudio de deteccion de VPH por sospecha o
por revision rutinaria durante el periodo de 2021 a 2022. El proyecto fue aprobado por
el comité de Etica e Investigacion institucional y todas las participantes firmaron una

carta de consentimiento informado.

7.1.1 Criterios de inclusioén
Pacientes de todas las edades del sexo femenino que acudieron a los
Laboratorios Delia Barraza a realizarse el estudio de deteccion de VPH durante los

afos 2021 a 2022.

7.1.2 Criterios de exclusién

Muestras de pacientes que no firmaron el consentimiento informado.
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7.1.3 Criterios de eliminacién
Muestra insuficiente o que no amplificé el control interno de reaccion de p-globina

humana.

7.2 Obtencion de la muestra

Las muestras fueron tomadas por el personal capacitado, quienes les indicaron
a las pacientes las pautas necesarias para la auscultacion y toma de muestra. Las
pacientes con la indumentaria adecuada debian recostarse en posicion ginecoldgica
para que posteriormente el médico introdujera un espéculo en la cavidad vaginal hasta
lograr visualizar el cérvix, con ayuda de un cepillo vaginal o citobrush se tomaron

células de la parte interna y externa del cervix.

7.3  Extraccion de ADN

Las muestras fueron trasladadas al Laboratorio de Microscopia donde se
procesaron para la extraccion de ADN, que se llevo a cabo utilizando el Kit Wizard
Genomic DNA (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. En breve, el tubo
de ensayo donde se transport0 el citobrush en PBS 1x se agitd por vortex y se transfirio
a un tubo de 1.5 mL, el cual se centrifug6 a 14,000 rpm/1m para formar la pastilla de
células de cérvix, se removié el sobrenadante y se agregaron 600 uL de Nuclei Lysis
solution mas 7 uL de proteinasa K (10mg/mL) a la pastilla. Posteriormente se incubé
la muestra a 55°C por 24 horas. Después de la incubacion se agregaron 3uL de RNasa
solution y se incubd nuevamente a 37°C por 30 min. Seguido, se afiadieron 200 uL de
Protein Precipitation solution y se agit6é la muestra por 20 s con vortex. La muestra se
coloco en hielo 5 min para luego ser centrifugada a 14,000 rpm por 4 min. Se transfirié

el sobrenadante (que contiene el ADN) a un nuevo tubo de 1.5 mL y se afiadieron 600
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uL de isopropanol frio. Se mezclo6 por inversion suave y se centrifugd nuevamente por
un minuto a la misma velocidad. Se descarto el sobrenadante y se afiadieron 600 uL
de etanol al 70%. Se repitié la centrifugacion a 14,000 rpm/1m dos veces mas. A
continuacion, la pastilla de ADN obtenida fue secada en la campana de extraccion por
20 min. Finalmente se afadieron 50uL de DNA Rehydratation solution y se incub6 por
tltima vez a 65°C por una hora. La concentracion de ADN extraida fue cuantificada
por espectrofotometria a 260 nm. Se utilizaron 150 nm de ADN para realizar las
amplificaciones del genoma viral mediante PCR.

Para visualizar el ADN obtenido se prepardé un gel de agarosa al 1% en
amortiguador TAE 1X y una vez solidificado, se colocé dentro de la camara de
electroforesis agregando el amortiguador TAE 1X hasta cubrir el gel. En papel Parafilm
se colocaron 2uL de azul de bromofenol segun el nimero de muestras junto con 2uL
de un agente intercalante como el gel Red a una concentracion de 1000X.
Posteriormente se afiadieron 5uL del ADN purificado y la mezcla se cargo en el pozo
correspondiente de gel de agarosa en la camara de electroforesis con un voltaje de
100 V y 50 mA por 20 min. ElI material genético fue visualizado con ayuda del agente

intercalante (GelRed) en un Transilluminador ultravioleta (EspectroLine).

7.4  Amplificacion de un fragmento de 248 pb del gen B-globina humana

Con el fin de verificar la calidad del ADN todas las muestras se evaluaron por
medio de la técnica de PCR punto final para la amplificacién de un fragmento de 280
pb del gen beta globina humana utilizando los iniciadores GH20 (5-

GAAGAGCCAAGGACGGTAC-3’) y PC04 (5-CAATTCATCCACGTTCACC-3)).
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La mezcla de reaccién contenia los siguientes reactivos: 2.5uL de buffer 10X, 0.5
pL de dNTPs 2mM, 2uL de MgCl21.4mM, 0.5ul de PC04, 0.5uIGH20, 1ul de Taq y 18ul
de H20. El procedimiento de la PCR se ejecut6 de la siguiente manera: la activacion
de Taqg se realizé mediante incubacion a 94°C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de
desnaturalizacion de 1 min a 94°C, alineamiento de 1 min a 55 °C y extension de 1 min
a 72°C. El dltimo ciclo fue seguido por un paso de extension final de 7 min a 72°C
(Sotlar y col., 2004).

7.5 Identificacién del genoma viral por PCR

La identificacion del genoma viral se llevo a cabo por PCR utilizando los
oligonucléotidos degenerados de la region E6; DAM-E6F
(5'GAGGTATATGANTTTGCATT3)) y DAM-E6R (5-
'GGACACAANGGTTTTTGACAZ’), que permiten la amplificacién de un fragmento de
214pb del gen E6 de 25 genotipos de VPH (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 44, 45,
51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 67, 70, 80, 83).

Los componentes de la mezcla de PCR incluyen: Tris-HCI pH 8.4 20 mM, KCI 50
mM, MgCl> 3 mM, dNTPs 25 mM, Platinium® Taq ADN polimerasa (Invitrogen) 0.5U,
(DAM-E6F/ DAM-E6R) 25pmol, 0.5-1 ul de ADN molde (entre 50-100 ng) para un
volumen final de 25 pL.

Se utilizé un termociclador Thermal Cycler T100 (Bio-Rad) con el programa:
Temperatura inicial de desnaturalizacion 94 °C por 3 min, 35 ciclos (desnaturalizacion
94 °C por 1 min, alineamiento 56 °C por 1 min, extension 72 °C por 1 min), Temperatura
de extension final 72.°C por 1 min. Los productos amplificados fueron visualizados en

geles de agarosa al 2% en Buffer TAE 1X.

43



7.6  Genotipificacion por NM-PCR

La genotipificacion por PCR anidada multiple (NM-PCR) consiste en cuatro
reacciones, una general o consenso y tres que emplean cocteles de oligonucleétidos,
para ello se utilizan alrededor de 200ng de ADN para realizar la amplificacion. Las
mezclas de reaccion se llevaron a cabo en un volumen final de 25uL: 100mM Tris-HCL
pH= 8.3 (a 20°C), 500mM KClI, 200 mM dNTPs, 2.5 mM MgCly, 0.3 pM de cada primer,

1U de Taq H20

7.6.1 Amplificacion utilizando oligonucle6tidos consenso

Durante la PCR consenso se amplificé un fragmento de 630 pb que corresponde
a la region E6/E7 conservada para los nucleotidos 28 a 46 hasta los nucleotidos 636
a 658 de acuerdo con la secuencia de VPH-16 descrita por Sotlar y col. (2004). Para

la amplificacion de la region consenso se utilizaron los siguientes oligonucleétidos:
GP-E6-3F (GGG WGK KAC TGA AAT CGG)
GP-E6-5B (CTG AGC TGT CAR NTA ATT GCT CA)
GP-E6-6B (TCC TCT GAG TYG YCT AAT TGC TC)

Las condiciones de amplificacion utilizadas consistieron en una incubacion a
94°C por 10 min seguida de 38 ciclos con una desnaturalizacién a 94°C durante 1
minuto, una temperatura de alineacion de 40°C por 1 minuto y una elongacion a 72°C

por 2 min seguida de una ultima extension a a 72°C por 4 min.
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7.6.2 Amplificacion de 15 genotipos mediante cocteles

Las siguientes tres reacciones tienen como fin amplificar 15 tipos de VPH en tres
cocteles multiples diferenciandose entre si segun el tamafio del amplicon. Los
Cuadros 4, 5y 6 describen la secuencia de los oligonucleétidos para cada genotipo,
la posicién de flanqueo y el tamafio de amplicon respectivamente. Para todas las
reacciones se tomaron 2uL de la primera reaccion de PCR como templado y las
condiciones de amplificacion fueron las mismas: desnaturalizacion inicial a 95°C por 3
min, seguida de 40 ciclos a 95°C por 30 s, 56°C por 90 sy 72°C por 45 s y una

extension final a 72°C por 10 min.

7.7 Separacion de los productos amplificados por electroforesis en geles de
agarosa al 2%

Los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa al 2% y fueron
visualizados con Gel Red en un transiluminador (Spectroline Select Series). El control

negativo fue agua inyectable estéril en lugar de ADN en la mezcla de 25pL.

7.8 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé utilizando el software IBM SPSS 26 Statistics.
Para determinar diferencias significativas entre las variables del estudio se utilizé la
prueba de Chi cuadrada y la prueba F de Fisher segun fuera el caso, considerando un
valor significativo de p < 0.05. Se buscé evaluar la existencia de diferencia significativa
entre las siguientes variables: Presencia de VPH y edad de las pacientes, edad y
genotipos de VPH, infeccion mdltiple y edad, infeccibn multiple y genotipos de VPH,

citologia vaginal y genotipos de VPH, y citologia vaginal e infeccién multiple.
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Cuadro 4. Coctel 1 para la identificacion de genotipos de VPH

Tipo Tamanfo

de Tipo de primer Secuencia de oligonucléotidos (5'-3') 5 3 de

VPH amplicon

16 Forward ATGTTTCAGGACCCACAGGA 104 123 452
Reverse AGCTGGGTTTCTCTACGTGTTC 555 534

42 Forward AATTTGGGCTGACATTGCGG 169 188 350
Reverse ACCCGTCCACTGACACAATA 518 499

45 Forward CAAAGCAACATTGGAACGCA 206 225 231
Reverse AATGGTTTCTGGCACCGCA 436 418

56 Forward GGGATGATTTTCCTTATGCAGTGT 274 297 164
Reverse CGGACTTTGACATCTGTAGCAC 437 416

Modificado de Mudhigeti y col., (2022)
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Cuadro 5. Coctel 2 para la identificacion de genotipos de VPH

Tipo ~

de Tipo de primer Secuencia de oligonucléotidos (5'-3') 5 3 Tamén,o de

VPH amplicon

31 Forward ACCTACAGACGCCATGTTCA 95 114 491
Reverse TGCAACGTAGGTGTTTCTCCA 585 565

52 Forward AGGTGCTGGAAGAATCGGTG 151 170 420
Reverse TGCTTTGTCTCCACGCATGA 570 551

53 Forward AGCACTGTGTACAACACCCA 74 93 298
Reverse AGCCCCGTACACTGAACAAT 371 352

58 Forward TGCATGATTTGTGTCAGGCG 144 163 241
Reverse AGTGTTTGTTCTAATGTGTCTCCA 384 361

59 Forward CCGTATGCAGCGTGTCTGAA 235 254 125
Reverse AGCAGCTCATGTAACGGTGT 359 340

Modificado de Mudhigeti y col., (2022).
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Cuadro 6. Coctel 3 para la identificacion de genotipos de VPH

Tipo ~
de Tipo de primer Secuencia de oligonucléotidos (5'-3") 5 3 Tamar.m,de
VPH amplicon
18 Forward CACAATACTATGGCGCGCTT 96 115 481
Reverse CTTGTGTTTCTCTGCGTCGT 576 557
33 Forward ACATTGAACTACAGTGCGTGG 182 202 405
Reverse  TTGTGTCCTCTCATGGCGTTT 586 566
6/11 Forward TGC AAG AAT GCACTG ACCAC 201 220 334
Reverse TGC ATG TTG TCCAGC AGT GT 534 515
39 Forward GACGACCACTACAGCAAACC 213 232 161
Reverse  TGTAGTTGCATACACGAGTCC 373 352
61 Forward CTGCAAGGACTACGAGGTGG 137 156 239
Reverse =~ ACCGTCCTGTTGTCTGTTCC 375 356

Modificado de Mudhigeti y col., (2022).
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VIl RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Descripcion de la poblacion

Se colectaron 109 muestras citoldgicas de pacientes que acudieron a realizarse
el estudio de tipificacion de VPH de los afios 2021 al 2022, en 6 municipios del estado
de Sinaloa como se muestra en el Cuadro 7. Todas las muestras cumplieron con los
criterios de inclusion por lo que se analizaron en este estudio. Del total de muestras,
46 tienen resultado citolégico conocido por lo que el andlisis de este grupo se realizo
a parte. El rango de edad de las pacientes oscilé entre los 18-63 afios con una edad
promedio de 33.38 afios, el rango de edad con mayor frecuencia fue de 25-34 afios
con un 42.20% y la mayoria de las muestras procedieron del municipio de Culiacan
con un 79.20%. La informacion de las caracteristicas demograficas de la poblacion de
estudio se encuentra resumida en el Cuadro 7. La edad promedio de la poblacién
muestral y el rango de edad obtenido es consistente con los datos reportados por otros
investigadores, entre ellos Camacho y col., (2018) y Vergara y col., (2018) con una
edad promedio de 36.2 y 35.4 afios respectivamente. El diagnostico de VPH en
mujeres tan joévenes, siendo el rango minimo de 18 afos, podria explicarse por un
inicio temprano de la vida sexual, segun cifras del Consejo Nacional de Poblacion, la
edad promedio de inicio de vida sexual en México es de 15.5 afios. La mayor tasa de
infeccion viral se registré principalmente en mujeres de 25 a 34 afos. Nuestro
resultado es diferente de aquel reportado por Navarro y col., (2018), pues la mayor

tasa de infeccion se observé en mujeres de 44 a 49 afos.
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Cuadro 7. Caracteristicas demogréficas de las 109 pacientes incluidas en este
estudio.

Caracteristicas Frecuencia %  Tasa de infeccion (%) Valor p *

Edad
<24 19 17.43 13.8 0.127
25-34 46 42.20 28.4
35-44 28 25.69 15.6
45-54 13 11.93 4.6
55< 3 2.75 2.8
Procedencia
Culiacan 86 78.90 47.7 0.110
Guamuchil 1 0.92 0
El Dorado 6 5.50 4.6
Ahome 6 5.50 5.5
Guasave 6 5.50 3.7
Mazatlan 4 3.67 3.7
Total 109

* La prueba exacta de Fisher fue utilizada para comparar. Valor p < 0-05 se consideré estadisticamente
significativo
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Figura 9. Tasa de infeccion por grupo etario. El grupo etario con mayor prevalencia de
VPH fue de 25-34 afos, seguido por el de 35-44 afios.

51



8.2 Deteccién del genoma viral mediante PCR

Se extrajo el ADN de las 109 muestras contempladas para el estudio, el cual fue
visualizado en geles de agarosa (Figura 8). Se amplific6 por PCR un fragmento de
280 pb del gen B- globina humana como control interno de reaccién. El 100% de las
muestras resultaron adecuadas para la genotipificacion. Se llevé a cabo la deteccidn
del genoma viral utilizando oligonucleétidos degenerados de un fragmento del gen E6.
Se encontrd un total de 71 (65.13%) muestras positivas a la presencia de VPH. Se
encontro diferencia significativa en la presencia de VPH y las mujeres menores a 30
afos (p = 0.045). La positividad encontrada en nuestro estudio es mayor a la reportada
Camacho-Ureta y col. (2018) de 52.38%. Sin embargo, es considerablemente menor
a la positividad obtenida por Padilla-Mendoza y col. en 2020 de 87.27%. Tal diferencia
entre la prevalencia de VPH puede originarse por la poblacion de estudio. También,
distintas tasas de infeccion han sido registradas en otros paises. Estudios en otras
naciones han reportado prevalencias generales de VPH de 86% en Ecuador (Mejia 'y
col., 2016), 76.1% en Cuba (Soto y col., 2014), 12.2% en Canada (Ogilvie y col., 2013)

y 25% en Japon (Imai y col., 2015).

Investigadores en Guwahati, India analizaron las caracteristicas demograficas de
mujeres con infeccién por VPH, encontrando una asociacion significativa de la
infeccion por VPH y un matrimonio precoz (antes de los 16 afios) (p < 0.01). Se
concluye que este factor puede desempefiar un papel importante en el aumento de
riesgo de adquisicion y/o duracion de la infeccion, incrementando asi el riesgo de

progresion de la infeccion por VPH a cancer cervicouterino (Sarma et al., 2013).
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Un estudio realizado en Estados Unidos estudio la diferencia en la prevalencia
de los VPH cubiertos por la vacuna bi y tetravalente en pacientes caucasicas,
afroamericanas, hispanas y asiaticas. Sus resultados mostraron una mayor
prevalencia de los VPH cubiertos en las vacunas en mujeres caucasicas (38%) y
asiaticas (38%), mientras que la prevalencia de los VPH no incluidos en ninguna
vacuna fue significativamente mayor en mujeres afroamericanas (36%) e hispanas
(42%), comparada a las mujeres caucasicas (24%) y asiaticas (16%) (p < 0.001). Sus
datos sugirieron la existencia de diferencias raciales/étnicas en la prevalencia de

genotipos de VPH relacionados con la vacuna (Montealegre y col., 2019).

Por otro lado, otro estudio realizado en Yunnan, China, analiz6 la prevalencia de
VPH y la distribucidon de genotipos en mujeres pertenecientes a tres grupos étnicos
diferentes. Sus resultados mostraron una prevalencia de VPH-AR significativamente
mayor (p < 0.001) en mujeres tibetanas que en mujeres Naxi y Han (Baloch y col.,

2016).

Estos datos nos sefalan evidentes diferencias en la prevalencia de los distintos
genotipos de VPH segun condiciones éticas y sociodemograficas. Estas disparidades
revelan la necesidad de adaptar las estrategias de prevencion y cribado a las
caracteristicas locales de cada poblacién. Al comprender y abordad las diferencias en
la prevalencia de VPH segun factores étnicos y demograficos, se pueden disefar y
aplicar estrategia de prevencion y tratamiento mas efectivas y equitativas, mejorando
asi la salud y bienestar de las mujeres y reduciendo la incidencia y mortalidad del

CaCu.
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n= 109

Figura 10. Positividad general a la infeccién por VPH. EL 65.2% de las mujeres
participantes resultaron positivas a la infeccién por VPH.
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Figura 11. Gel de agarosa donde se muestra ADN molde. Se observan 4 carriles con
4 muestras representativas de ADN tefiidas con GelRed. M=marcador de 1000pb
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Figura 12 Separacion del producto de amplificacion de un fragmento de 248pb
del gen B-globina humana como reaccion de control interno. Se muestra la
amplificacion esperada de 248 pb correspondiente al gen. Los carriles
marcados del 14 al 22 son muestras de ADN extraido del cepillado de endo-
exocérvix. M= marcador 100 pb. N = Control negativo, + = control positivo.
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Figura 13. Separacion del producto de amplificacion de un fragmento del gen E6 para
identificacion del genoma viral. Se muestra la amplificacion esperada de 214 pb
correspondiente al gen. Los carriles marcados del 1 al 13 son muestras de ADN
extraido del cepillado de endo-exocérvix. M= marcador 100 pb. N = Control negativo,
+ = control positivo. Las flechas muestran las bandas correspondientes al producto de

PCR del fragmento esperado.
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8.3  Genotipificacion

Se realiz6 la NM-PCR para la deteccién de 15 genotipos de VPH, de los cuales
11 corresponden a VPH-AR: 16, 45, 56, 31, 52, 58, 59, 18, 33y 39 y 4 VPH-BR: 42,
6/11, 61y 53. El resultado mostré un 65.2%(n=71) de positividad, siendo la misma que

la obtenida en la deteccion del genoma viral.

8.3.1 Genotipos presentes en poblacion general.

La Figura 14 muestra la distribucion de los genotipos encontrados en la poblacién
general. Lo genotipos de VPH-AR tuvieron una prevalencia de 77.8% mientras que la
prevalencia de VPH-BR fue de 22.2%. Los VPH-AR mas frecuentes identificados en la
poblacién de estudio fue el genotipo VPH-52, seguido del 56, 58 y 39, los VPH-BR
fueronlos 6/11y el 53. Datos de la OMS (2023) sugieren que el VPH-16 es el de mayor
prevalencia a nivel mundial, sin embargo, solamente 3 casos (2.8%) resultaron
positivos a este genotipo en nuestro estudio. Por otro lado, el genotipo mas frecuente
fue el VPH-52 (26.6%, n=26), un caso similar ocurre en el estudio de Molina-Pineda y
col. (2015), donde el VPH-52 fue el tercer genotipo mayormente identificado. Asi
mismo, el estudio de Imai-Hirohisa y col. (2015) registra a este genotipo como el de
mayor prevalencia en mujeres jovenes con citologia normal, mientras que Gutiérrez-
Campos y col (2019) lo reporta como el segundo de mayor frecuencia en mujeres con
LIEAG. El hallazgo del VPH-56 como segundo mas frecuente puede considerarse
inusual, estudios como el realizado por Eklund y col. (2010) en 54 laboratorios de todo
el mundo registraron a este genotipo como el segundo menos comun, en esa misma
linea, Colin-Ferreyra y col. (2020) reporta una prevalencia de 1.6% (n=2) del genotipo

VPH-56, hallado en pacientes con LIEBG. Ahora bien, el resultado obtenido en nuestro
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estudio es consecuente con los hallazgos de Martins y col. (2016) donde el tipo VPH-
56 ocupo el segundo lugar de frecuencia, encontrado principalmente en pacientes con
citologia negativa. Los genotipos -58 y -39 también fueron encontrados
frecuentemente, lo cual corresponde con Oyervides-Mufioz y col. (2020) donde ambos

genotipos se encontraron en la lista de los de mayor prevalencia.

8.3.2 Asociacién de presencia de genotipos y edad de las pacientes en
poblaciéon general

La determinacion de asociacién entre la presencia de genotipos y la edad de las
pacientes de la poblacion general se realizo utilizando la prueba exacta de Fisher por
medio del software SPSS V. 21, donde un valor de p < 0.05 se consider6
estadisticamente significativo. EI Cuadro 8 resume los datos de los genotipos

identificados segun el grupo etario y el valor p resultante de la prueba estadistica.

A pesar de que el VPH-52 fue mas comun en el grupo de 25 a 34 afios, no se
encontré diferencia significativa entre los genotipos y la edad de las pacientes, estos
datos contrastan con los hallazgos de Lin, X. y col., (2022) donde se encontré una
fuerte asociacion entre mujeres menores de 25 afos y la presencia de los genotipos
VPH-6 y VPH-11; mientras que, en mujeres mayores de 65 afos, los genotipos mas
comunes fueron el VPH-18 y VPH-66. Asi mismo, nuestros datos son distintos de los
reportados por Campos y col., (2019) donde se demostr6 que la prevalencia

aumentaba significativamente segun la edad de las pacientes.
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Figura 14. Frecuencia de los genotipos analizados en la poblacién en general. Se
observa que el VPH-52 fue el genotipo mas frecuente (26%) seguido del 56 (10%) y el
58 (9%).
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Cuadro 8. Genotipos de VPH segun el grupo etario. El valor p <0.05 se considero
estadisticamente significativo

Genotipos de VPH Edad Total Valor p
<24 25-34 35-44 45-54 55+

6/11 1 5 1 1 0 8 0.787
16 0 2 1 0 0 3 1
18 0 1 0 0 0 1 1
31 0 2 3 0 2 7 0.01
33 2 2 1 2 0 7 0.468
39 1 1 4 2 0 8 0.169
42 2 2 1 1 0 6 0.698
45 0 0 1 0 0 1 0.578
52 8 11 5 1 1 26 0.183
53 1 3 2 1 0 7 1
56 0 8 2 0 0 10 0.175
58 1 5 2 1 0 0.937
59 2 1 2 0 0 5 0.46
61 0 1 0 0 0 1 1

n=71 pacientes
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8.3.3 Asociacién de infecciones multiples y edad de las pacientes en
poblacién genera.

Se identificaron infecciones multiples con dos o mas genotipos de VPH en el
30.9% de las muestras positivas. Nuestro resultado difiere de aquel registrado por
Oyerdives-Mufioz y col. (2020), donde un 59% de la poblacién present6 una infeccion
multiple, por otro lado, el resultado de Campos-Rosas (2019) tiene mas similitud con
nuestros hallazgos pues el 26.3% de las pacientes fueron positivas a mas de un tipo
de VPH. El Cuadro 9 sintetiza los datos obtenidos de infecciones multiples por grupo
de edad. Del total de pacientes que presentaron infeccion multiple, el 77.72% (n=17)
fue una infeccion por dos genotipos, el 18.18% (n=4) por 3 genotipos y solo el 4.55%

(n=1) presento una infeccion por 4 genotipos.

Las infecciones uUnicas se presentaron con mayor frecuencia en el grupo de
mujeres de 24-35 afos (43.8%, n=21), asi mismo, fue el grupo donde se presentaron
mas infecciones dobles (41.1%, n=7) e infecciones triples (50%, n=2). A su vez, este
grupo de edad presento la Unica infeccion por cuatro genotipos encontrada en este
estudio, esto puede deberse a que es el grupo donde hay mayor cantidad de pacientes.
Nuestros resultados son distintos a los encontrados por Lin X y col. (2022) cuyo grupo
etario con mas presencia de infecciones multiples fue el de mujeres menores de 20

afos con un 8.94%.

El genotipo con mayor frecuencia en pacientes con infeccién unica fue el VPH-
52 con un 32.6% (n=16). Para las infecciones por dos genotipos, la combinaciéon mas
frecuente fue de los VPH- 52-56 con 23.5% (n=4) seguido por VPH- 52-39 con 17.64%

(n=3).
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Cuadro 9. Numero de genotipos detectado en las pacientes estudiadas por grupo de
edad. Para cada frecuencia también se obtuvo el porcentaje de todos los pacientes
del mismo grupo de edad, el cual se indica entre paréntesis.

Numero de genotipos detectado
0 1 2 3 4 Total

Edad
<24 4(10.5) 13(265) 1(5.9 1(25) 0(.00 19(17.4)
25-34 15(39.47) 21(42.9) 7(41.1) 2(50) 1(100) 46 (42.3)
35-44 11(28.95) 11(22.4) 5(29.4) 1(25) 0(0.0) 28(25.7)
45-54 8 (21.05) 1(2) 4(23.6) 0(0.0) 0(0.0) 13(11.9)
55+ 0 (0.0) 3(6.2) 0(0.00 0(0.00 0(0.0 3(2.7)
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8.4  Andlisis de lainfeccion por VPH y larelacion con la citologia vaginal

46 de las 109 muestras para este estudio contaban con resultados citolégicos
previos, 54.3% (n=25) no presentaron lesion o anormalidad celular (Normal), 2.2%
(n=1) presenté condilomatosis vaginal, 17.4% (n=8) obtuvo resultados células
escamosas atipicas de significado indeterminado (ASCUS), el 15.2% (n=7) mostro
lesiones intraepiteliales de bajo grado (LIEBG) y el 10.9% (n=5) presentd lesiones

intraepiteliales de alto grado (LIEAG).

Se encontrdé una prevalencia general de 58.7% (n=27). Se realiz6 una prueba
Exacta de Fisher para determinar relacion entre la presencia de VPH y la citologia de
las pacientes, segun los resultados de la prueba, no hay diferencia significativa
(P=0.119). Nuestros resultados difieren del estudio de Ribeiro y col., (2015) donde se
encontré una asociacion significativa entre la presencia de lesiones cervicales e

infeccion por VPH.

No se encontro asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de
lesiones y el grupo de edad (P=0.212). Las pacientes sin lesiones citoldgicas aparentes
fueron la mayoria, siendo mas frecuentes en el grupo etario de 34-44 afios con 10
pacientes. El 60% de los casos de LIEAG fue encontrada en el grupo de mujeres
menores a 24 afos, esto contrasta con el estudio de Wu-Anyue y col. (2021) cuyo

grupo de pacientes con LIEAG superaba los 28 afos.

A su vez, los resultados de Vale-Diama y col. (2013) muestran un aumento en la
prevalencia de LIEAG en mujeres mayores a 29 afios, lo que coincide con los hallazgos
de Wu-Anyue y col., (2021). Ambos estudios concuerdan con lo estipulado por la OMS,
donde sugieren gue el desarrollo de lesiones cervicales antes de los 30 afios es poco
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comun. Por otro lado, investigaciones como las de Wudtisan-Jongpeeti y col. (2019)
muestran que diversos factores de riesgo como mudultiples parejas sexuales y el
tabaquismo son significativos para el desarrollo de LIEAG en mujeres menores de 30

anos.

8.4.1 Asociacién de presencia de genotipos y lesiones cervicales

El genotipo més prevalente en este grupo fue de nuevo el VPH-52 con un 55.6%
(n=15), seguido del VPH-31 (18.52%, n=5) y el VPH-39 (14.81%, n=4). Se realiz6 una
prueba Exacta de Fisher para verificar la existencia de asociaciones estadisticas
considerando un valor P < 0.05 como significativo. EI Cuadro 10 sintetiza los datos

obtenidos.

No se encontro asociacion estadistica entre los genotipos de VPH y la presencia
de lesiones cervicales. Nuestros resultados contrastaron con multiples articulos
encontrados, entre ellos, un estudio realizado en el sureste de China, cuyo hallazgo
sugiere gue la presencia y carga viral de los genotipos VPH-58, VPH-16 y VPH-33 se
correlacionaron de forma positiva a la severidad de las lesiones cervicales (p<0.0001,

P p 0.016 y p <0.026 respectivamente) (Wenbo-Long y col., 2022)

A su vez, los resultados de Serrano y col., (2015) atribuyen el 89.5% de las
lesiones anogenitales de su poblacion de estudio a nueve genotipos de VPH (6, 11,
16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58). Otros estudios como el de Van Der Marel, (2015), Colin-
Fereyra (2020) y Padilla-Mendoza, (2020) encontraron asociacion significativa entre
VPH-AR y lesiones cervicales avanzadas. La diferencia entre la literatura consultada
y los resultados de este proyecto pueden radicar en la diferencia de la poblacion de
estudio y del tamafio de la muestra.
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8.4.2 Asociacién de infecciones multiples y lesiones cervicales

Similar al apartado anterior, tras el andlisis estadistico realizado no se encontré
asociacion entre las infecciones mdltiples y la citologia perteneciente a las pacientes,
sin embargo, numerosos estudios han relacionado la presencia de lesiones
precancerosas con la identificacion de mas de un tipo de VPH (Cuschieri, 2004; Gupta,

1992).

37% (10/27) de las muestras presentaron infeccion por dos 0 mas genotipos del
VPH, semejando el resultado de Aranda-Rivera en 2014, donde se encontrd infeccion
multiple en el 34% de las pacientes. Al mismo tiempo, nuestro resultado difiere de
aquel obtenido en 2020 por Oyervides-Mufioz, donde la presencia de infecciones
multiples fue de 59%. En el grupo de citologia Normal, el 24% (n=6) de las pacientes
presentod infeccion por un solo genotipo de VPH. La Unica paciente en el grupo de
condilomatosis presento infeccion a un solo genotipo de VPH, por otro lado, el 28.6%
de las pacientes con LEIBG y el 40% de las pacientes en el grupo de LEIAG también
presentaron una infeccién por dos genotipos de VPH. Los genotipos detectados en la
infeccion maltiple del grupo LEIAG fueron VPH51-52 y VPH6/11-33. Segun Kim, M. y
col., en 2021, la asociacion entre infecciones multiples de VPH y lesiones de alto grado
fue significativamente mayor comparada con la de infecciones Unicas y LEIAG (p =

0.002).
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Figura 15. Frecuencia y tasa de infeccibn de grupo de pacientes con resultados
citolégicos. La mayor prevalencia de VPH fue encontrada en el grupo de citologia
normal, por otro lado, todas las pacientes con LEIAG presentaron infeccién por VPH.
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Cuadro 10. Comparacion entre el resultado citolégico y los genotipos de VPH
identificados. Se realizd una prueba Exacta de Fisher para determinar asociacion
considerando como significativo un valor p < 0.05.

Genotipo Resultado Citolégico Prevalencia (%) Valor p
NORMAL CONDILOMA AS-CUS LIEBG LIEAG Total

6/11 1 0 0 0 1 2 7.41 0.348
16 1 0 2 0 0 3 11.11 0.237
31 4 0 0 1 0 5 18.52 0.765
33 0 0 0 0 1 1 3.70 0.13
39 2 0 1 1 0 4 14.81 0.887
42 1 0 1 0 0 2 7.41 0.71
45 1 0 0 0 0 1 3.70 1
52 5 1 2 4 3 15 55.56 0.076
53 1 0 0 0 1 2 7.41 0.348
56 0 0 0 1 0 1 3.70 0.283
58 1 0 0 0 0 1 3.70 1
59 1 0 0 0 0 1 3.70 1
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De acuerdo con sus resultados, las pacientes con infeccion multiple por VPH
mostraron una duracién mas persistente y prolongada de la infeccion por VPH en
comparacién con los pacientes con infeccion unica. Por otro lado, Li, M. y col., (2018)
descubrieron que pacientes con infeccién Unica por VPH-16 tuvieron mayor incidencia
de NIC2+ que aquellas con infeccion mdaltiple con VPH-16 (p = 0.021) y a su vez,
pacientes con infeccion maltiple que incluia al VPH-16 presentaban mayor incidencia

de NIC2+ que aquellas con infeccion unica de otros VPH-AR (p =0.001).

A su vez, De Brot y col., (2016), describe como las pacientes que presentaba
infeccion maltiple con VPH-AR persistian mas en lesiones de alto grado mientras que
pacientes con infeccion Unica presentaban una citologia normal en las revisiones
subsecuentes. Similar a los resultados mostrados en este estudio, podemos observar
gue las infecciones multiples con VPH-AR pueden relacionarse a la presencia de

lesiones precancerosas graves.

8.5 Identificacion de los genotipos -33y -61

Los genotipos de interés fueron identificados en el 7.34% de la poblacién. (VPH-
61 n=1 y VPH-33 n=7). Las siguientes imagenes ilustran muestras positivas a estos
genotipos. El genotipo -61 fue encontrado en infeccién multiple con los VPH-18, -52 y
VPH-6/11, en una paciente de 30 afios sin resultados citolégicos conocidos. El VPH-
33 fue en tres infecciones Unicas (con pacientes sin citologia conocida) y cuatro
infecciones multiples, principalmente en infeccién doble. Se encontré también en una

paciente de 19 afios con LEIAG en infeccion maltiple con el genotipo 6/11.
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Cuadro 11. Cuadro comparativo de infecciones multiples con resultado citolégico.

Numero de Genotipos _ , .
Citologia vaginal

Identificados
Normal Codiloma AS-CUS LEIBG LEIAG Total Valorp
0 14 (56) 0(0.0) 3(37.5) 2(28.6) 0(0.0) 19 0.255
1 6(24) 1(100) 4(50) 3(42.9) 3(60) 17 0.726
2 4(16) 0(0.0) 1(125) 2(28.6) 2(40) 9 0.915
3 14 0(@©0 00 0(.0) 0(0.00 12 1

Entre paréntesis se muestra la proporcién del nimero genotipos detectados segun el grupo citolégico.
Se realiz6 una prueba Exacta de Fisher para determinar asociacion considerando significativo un valor
p < 0.05.
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Segun De Brot y col., (2016), las infecciones multiples con VPH-AR (similar a
esta situacidén) son mas propensas a desarrollar lesiones de alto grado que cuando se

tiene una infeccidn Unica, lo que puede explicar esta situacion.

La identificacién del VPH-33 en nuestro estudio difiere de los hallazgos de De la
Rosa-Martinez (2016), donde se realizaron exdmenes colposcépicos a 700 pacientes
de San Luis Potosi y mencionado genotipo fue el VPH-AR de mayor prevalencia con
un 33.1%, a su vez, la prevalencia del VPH-33 también fue la mas alta en pacientes
con LEIAG. En la misma linea, el estudio de Aranda-Rivera, (2014), donde
determinaron los genotipos de VPH en mujeres con citologia normal en Sinaloa,
obtuvieron la mayor prevalencia del VPH-33 con un 52.1%. Por dltimo, la prevalencia
del VPH-33 también fue la tercera mas alta en el estudio de Da Silva, (2009). Los
hallazgos de estos estudios nos permiten llegar a la conclusion de que el VPH-33 tiene
relevancia clinica y es importante monitorear su prevalencia en la poblacion para
permitir mejores medidas preventivas y disminuir la incidencia de cancer

cervicouterino.

Por otro lado, el genotipo VPH-61 fue encontrado en un Unico caso en infeccion
multiple con otros 3 tipos de VPH (-6/11, -18 y -52). De acuerdo con Flores-
Miramontes, (2015) el VPH-61 es mayormente encontrado en infeccion maltiple con
otros genotipos lo cual coincide con los hallazgos de nuestro estudio, no obstante, en
contraste con nuestros resultados, el VPH-61 fue el VPH-BR mas frecuente en el
estudio mencionado. Por su parte, Padilla-Mendoza, (2020) quien realizé un estudio
para establecer la tasa de infeccion por VPH en pacientes con lesiones cervicales,

determiné que, en todos los casos, el VPH-61 se encontrd en infeccion multiple.
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A diferencia de nuestros resultados, el VPH-61 se reportd como un genotipo de
bajo riesgo predominante en mujeres chilenas segun el estudio de Ferreccio y col.,
(2008), asi como en mujeres indio-americanas conforme a lo registrado por Wong y
col.,, (2012). Pese a algunas excepciones, el VPH-61 es un genotipo muchas veces
obviado por las pruebas comerciales de VPH, lo que favorece a la falta de
conocimiento general de este genotipo, que si bien, es considerado de bajo riesgo;
aun debe sumarse mas informacioén para conocer su verdadero impacto en la salud
publica. Nuestro estudio sugiere que la presencia del VPH-61 es de poca relevancia
clinica en el estado de Sinaloa, sin embargo, el continuo estudio del comportamiento
de los distintos genotipos del VPH es primordial para disminuir la tasa de mortalidad

asociada al cancer cervicouterino.
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Figura 16. Amplificacion del VPH-33 obteniendo una banda de 405 pb. Lafigurailustra
tres bandas de 405pb, una perteneciente al control positivo y dos pertenecientes a dos
muestras. M=marcador, += control positivo, N=control negativo, d1= muestra 1 y

d2=muestra 2.
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Figura 17. Amplificacion del VPH-61 obteniendo una banda de 239pb. La figura ilustra
tres bandas de 239pb, una perteneciente al control positivo y dos pertenecientes a dos
muestras. M=marcador, += control positivo, N=control negativo, d1= muestra 1 y d2=

duplicado.
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IX CONCLUSIONES

Se estimO una prevalencia general de infeccion por VPH de 65.13% en las
muestras de mujeres sinaloenses en un rango de edad entre 18 a 60 afios. La mayor
prevalencia de VPH se encontr6 en mujeres menores de 30 afios (p = 0.045). El
genotipo mas frecuente fue el VPH-52 seguido del VPH-56 y el VPH-58. El 30.9% de
las pacientes presentaron una infeccion multiple de VPH, existe evidencia de que las
infecciones multiples pueden aumentar el riesgo de complicaciones por lo que el
monitoreo riguroso es esencial para manejar y reducir estos riesgos. Otro hallazgo
relevante fue que la mayor frecuencia de casos de Lesion Escamosa Intraepitelial de
Alto Grado se encontrd en pacientes menores a 24 afos, generalmente las lesiones
precancerosas mas avanzadas suelen presentarse en mujeres mayores de 30 afos,

por lo que encontrarlas en mujeres jévenes es alarmante.

El genotipo VPH-61 se identifico en una paciente en infeccion multiple con otros
3 genotipos de VPH, lo que demuestra su existencia en Sinaloa y se sugiere que sea
incluido en estudios posteriores de prevalencia y distribucion de genotipos de VPH.
Por otro lado, el VPH-33 fue encontrado en 7 casos, cabe destacar que, en uno de los
casos, el VPH-33 se encontrd en infeccion multiple con otro VPH-BR en una paciente
con LEIAG, lo que suma a la evidencia de que este genotipo implica un riesgo
importante a la salud y a su presencia en infeccion multiple puede acelerar el desarrollo
de lesiones y cancer. Segun estos resultados, el VPH afecta a mujeres cada vez mas
jovenes, por lo que, es primordial promover la participacion de mujeres jovenes en los
cribados de cancer cervicouterino. A su vez, la investigacion del impacto de los
genotipos VPH-61 y VPH-33 es crucial para comprender su epidemiologia y riesgo
oncogeénico, lo que ayuda a mejorar las pruebas de deteccidén y las estrategias de

seguimiento.
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X PERSPECTIVAS
Continuar con la identificacion de VPH no incluidos en las vacunas actuales.
Realizar estudios a largo plazo para monitorear la evolucion de la prevalencia
de distintos genotipos de VPH y su relacion con el desarrollo de lesiones y
cancer.
Focalizar investigacion de genotipos menos comunes, pero potencialmente
peligrosos como el VPH -61.
Aumentar la educacion sobre la importancia de la vacunacion contra el VPH y
el cribado regular para prevenir el CaCu.
Actualizar la investigacion para el desarrollo de vacunas especificas para la
region.
Implementar de programas de cribado y deteccion temprana mejorados.

Incluir mujeres menores de 30 afios en estudios de VPH.
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