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RESUMEN 
Universidad Autónoma de Nuevo León 
Facultad de Medicina 
Departamento de Bioquímica 
Presenta: Oscar Raúl Fajardo Ramírez 

SEGUIMIENTO A TRES AÑOS DE MUJERES ASINTOMÁTICAS 
PORTADORAS DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO 

Introducción; El cáncer cervical (CaCU) ocupa la primera causa de muerte por cáncer en mujeres a nivel 
nacional. Diversos estudios han encontrado al VPH en más del 90% de los casos de CaCU1. Se ha detectado 
el ADN del virus entre el 5-40% de la población femenina sin presentar algún síntoma. Aun y cuando la 
mayoría de las infecciones con el VPH se han reportado como infecciones transitorias, las cifras de casos de 
muerte por CaCU en países en vías de desarrollo son alarmantes2. Al parecer, además del tipo de virus con 
que la mujer se infecte, factores y co-factores como el tabaquismo, la edad, el número de parejas sexuales, el 
alcoholismo, etc1. participan en la progresión hacia cáncer, pero dichos factores no se han podido establecer 
concretamente, así como tampoco los agentes que favorecen la persistencia de la infección. Por lo que es de 
suma importancia establecer el rango de tiempo en que una infección asintomàtica pueda desarrollar lesiones, 
así como también los factores y cofactores que promueven la persistencia de la infección. 

Objetivo: Busca factores y cofactores de persistencia de infecciones con el VPH. 

Materiales: TE IX, SDS 10%, Proteinasa K (20mg/ml), Fenol, Cloroformo, TE 9X, Etanol 70%, Isopropanol 
100%, Acetato de Amonio 8M, Precervcyt y Estuche Amplicor HPV de Roche, Inc. 

Métodos: a 129 mujeres sin lesiones cervicales diagnosticadas VPH positivas en el verano del 2002 se les 
tomó una muestra de cepillado cervical, que fue colectada en un a solución preservadora de células y se le 
extrajo el ADN usando la técnica de proteinasa K. Una vez extraído el ADN se llevó acabo la PCR para la 
detección del VPH usando los primers biotinilados PGMY09/11. El producto amplificado fue hibridado con 
las tiras de nylon del estuche Amplicor de Roche, las cuales tienen embebidas 27 sondas para 27 tipos de 
VPH. Por otra parte se realizó un papanicolau a cada paciente para verificar la aparición de lesiones causada 
por la infección con VPH de hace tres años. 

Resultados: 129 Mujeres VPH positivas fueron localizadas tres años después para analizar la presencia del 
VPH y la aparición de lesiones epiteliales debidas al virus. La edad promedio fue de 39 ± 11 años, el estado 
civil en su mayoría fue casado, y la educación básica (primaria y secundaría) predominó en el grupo de 
estudio. En el grupo de mujeres estudiadas el 20.9% presentó un a infección con el VPH, de estas mujeres 
infectadas, el 51.9% presentaba una infección con el mismo tipo de VPH que tres años atrás, es decir una 
infección persistente. De las infecciones persistente, el 42.9% desarrollo algún tipo de lesión. Factores como 
la edad de la primera relación sexual, la edad durante el primer embarazo, el consumo de suplementos 
vitamínicos, la infecciones múltiples, infecciones con VPHs de bajo riesgo oncogénico y la referencia de un 
estado civil diferente al de casada resultaron de riesgo para la persistencia de la infección con el VPH. 

Conclusiones: La infección con el VPH es una infección transitoria ya que la mayoría de las mujeres logran 
eliminar la infección sin tratamiento alguno (87.9%). Ya que no se encontró algún factor epidemiológico 
causante de esta eliminación se piensa que el factor principal para este suceso esta a nivel del contenido 
genético, es decir algún polimorfismo (HLA, p53, IL-10, etc) o la sub-expresión de algún gene su 
tumor. Por esto último se plantep como perspectiva^gyaluay cfèrtps genes relacionado J con el Ca( 
muestras de dichas pacientes. 

lili111 lll 
l l l M I K U l 

>o A. Barrera/S. Dra. Rocío Ortiz L. Dr. Juan Ify Gonzáles 
ütor de Tesis Co-Director de Tesis Co-Director de Tesis 



CAPITULO I. 

INTRODUCCION 

1.1 El Virus del Papiloma Humano (VPH). 

El virus del papiloma humano (VPH) es uno de los agentes de transmisión sexual más 

comunes en hombres y mujeres a nivel mundial. Su persistencia en estas últimas se 

considera el principal factor de riesgo para cáncer cervico-uterino (CaCU). Dado que no 

presenta signos ni síntomas» no existen datos precisos de la incidencia o prevalencia1. Sin 

embargo, se estima que el 20% de la población en México esta infectada con este virus. Se 

han reconocido más de 100 tipos de VPHs en base a las diferencias en su secuencia de 

ADN. De acuerdo a su asociación con el cáncer cervical o lesiones precursoras, los tipos de 

VPH se han agrupado en virus de alto y bajo riesgo oncogénico. Los tipos de bajo riesgo 

incluyen al 6,11 y 42 entre otros, mientras que los de alto riesgo al 16, 18, 31, 33, 34, 35, 

39,45,51, 52,56, 58, 59, 66,68, y al 70.2 

1.2 El grupo del VPH. 

Los papilomavirus son miembros de la familia Papovaviridae, la cual incluye también a los 

poliomavirus y al virus vacuolar del simio. El VPH es un virus pequeño, sin envolturas, con 

un diámetro de 55 nm y tiene una cápside icosaédrica compuesta de 72 capsómeros. Cada 

capsómero es un pentámero de la proteína mayor de la cápside, Ll ; aunque la cápside 

contiene también varias copias de la proteína menor, L2. 

El genoma del VPH es una doble cadena circular de ADN, de aproximadamente 8000 pb, 

asociada a historias3. El genoma del VPH está dividido en tres regiones, tal y como se 

muestra en la figura 1.1 
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LCR 
- ES 

Figura 1.1. Genoma del VPH. Este está compuesto de tres regiones nucleotidicas: los genes de la región 
temprana (E), los de la región tardía (L) y la región reguladora ó LCR. Mientras que las primeras dos 
codifican para proteínas, la última controla la expresión de las anteriores.Toinado * 3 

La región de control larga (LCR). Consiste de 400 a 1000 pb (dependiendo del tipo y 

variante de VPH) y está encargada del control de la transcripción del ADN viral mediante 

la transcripción de los marcos abiertos de lectura (ORFs). Esta región comprende diferentes 

secuencias como promotores, potenciadotas (enhancers) y silenciadores. 

Región temprana (E). Esta región contiene los ORFs El, E2, E4, E5, E6 y E7, los cuales 

codifican para las proteínas que se encargan de la replicación viral y la oncogénesis. 

Región tardía (L). Esta región contiene los ORFs de las proteínas Ll y L2, las cuales son 

las proteínas que constituyen la cápside viral. 



1.3 Mecanismo de acción. 

El VPH tiene la característica de necesitar células de la epidermis o de mucosas que 

mantengan su actividad de proliferación elevada. En dichas células la maquinaria de 

transcripción y traducción esta trabajando constantemente, por lo que esta particularidad 

resulta muy conveniente para el ciclo de vida del VPH. Una vez que el virus entra a la 

célula, comienza la expresión de los genes ES, E6 y E7, los cuales aún cuando sus 

productos son escasos, tienen la capacidad de aumentar la proliferación de la célula y por 

ende el encendido de la maquinaria de transcripción y replicación. La proteina E5 forma 

complejos con moléculas como los receptores del factor de crecimiento epidemial, del 

factor de crecimiento derivado de plaquetas y del factor estimulador de colonias. Dichas 

uniones estimulan el crecimiento celular. La proteína E6 por su parte se une y degrada 

rápidamente a la proteína p53, la cual está encargada de iniciar el arresto celular o la 

apoptosis (muerte celular programada) cuado detecta alguna alteración en la secuencias del 

ADN celular (mutaciones), por lo que la proteína p53 no lleva a cabo su función y se 

produce una de las características principales de las células cancerosas: la inmortalización 

(Figura 1.2). Por otro lado, la proteína E7 se une al complejo formado por las proteínas Rb, 

DP y E2F para desplazar y dejar libre a este último, el cual una vez suelto estimula la 

expresión de los genes virales a través de su unión a los promotores celulares y virales; 

además se ha demostrado que la proteína E7 tiene efectos estimulantes sobre las ciclinas A 

y E, aparte de inactivar inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas (WAF1 y 

KIP)1A5,6(Figura 1.2). 
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Arres to del ciclo celular Apoptosis Reparac ión 

Daño del ADN 

Figura 1.2 Mecanismo de acción de las oncoproteínas del VPH y sus blancos celulares. Arriba: E6 se une 
y degrada a la proteína supresora de tumores p53, mientras que abajo se ilustra como E7 actúa impidiendo que 
pRb se una al factor de transcripción E2F, por lo que este último al estar solo puede activar la transcripción de 
genes celulares encargados de llevar a la célula a través del ciclo celular.Tociado ^ 3 9 
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1.4 Epidemiología. 

En el año 2002, a nivel mundial se estimaron cerca de 500,000 casos y poco más de 

200,000 muertes debidas al CaCU y más del 80% de estos casos ocurrieron en países en 

vías de desarrollo, en dónde esta neoplasia es la principal causa de muerte por cáncer en 

mujeres. En los últimos 30 años, las tasas de incidencia y mortalidad del CaCU han 

disminuido más del 75% en los países desarrollados, debido a sus programas de prevención 

basados en tamizajes citológicos y colposcópicos, aunados al tratamiento de las lesiones 

precursoras del CaCU.7,2 

Para la región del continente americano, se estimaron arriba de 92, 000 casos y 35, 000 

muertes, con mas del 80% de los casos y muertes acontecidas en América Latina y el 

Caribe8,9 (Figura 1.3). 
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Figura 1 3 Distribución de la incidencia de CaCU por país en el continente Americano. El mapa muestra 
la incidencia estandarizada por edad de casos de cáncer cervical por cada 100, 000 habitantes en cada 
país.wmadodcl° 
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En México, para el período de 1990 a 2000 se reportaron oficialmente un total de 48, 761 

defunciones por este cáncer, iniciado con 4,280 muertes en el año de 1990 y terminado con 

4 620 en el 2000, lo que representa un notable aumento en la incidencia y mortalidad 

registrada con un promedio de una mujer fallecida cada dos horas a causa de esta 

enfermedad, con un crecimiento promedio anual de los casos absolutos de mortalidad de 

0.76%. De acuerdo a estas cifras, el CaCU es la principal causa de muerte por cáncer en 

mujeres de México10. 

1.5 El VPH y el CaCU. 

El VPH ha sido implicado en el 99.7% de los casos de CaCU a nivel mundial. 

Hay más de 30 tipos genitales de VPH que son transmitidos a través del contacto sexual. 

Sin embargo cuatro de éstos son los más comúnmente encontrados en la mayoría de los 

casos de CaCU: VPH-16, VPH-18, VPH-31 y VPH-351. De hecho, el VPH-16 se ha 

O 

encontrado en poco más de la mitad de los casos de CaCU en Estados Unidos y Europa . 

La figura 1.4 muestra el modelo de infección del VPH y los factores y cofactores 

coadyuvantes de la infección, que de no ser eliminada derivará en la generación de lesiones 

intraepiteliales, pudiendo incluso llegar a CaCU invasivo. 
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Actividad sexual 

Infección con VPH 

Factores co-existentes 
Infección transitoria Infección persistente con tipos 

oncogénicos 

Eliminación del virus 

\ 
Epitelio cervical normal 

i 

> Edad ler relación sexual 
> Múltiple parejas sexuales 
r- Anticonceptivos orales 
> No uso de condón 
y Tabaquismo 
> Huésped (polimorfismos de HLA, p53, 

Lesiones de bajo grado 

Lesiones de alto grado 

etc.) 
> Paridad 
> Otras ETSs 
> Nutrición 

C á n c e r cervical invasivo 

Figura 1.4 Modelo de la infección con el VPH. El cáncer cervical es el resultado de factores de riesgo para 
la persistencia de la infección y para la progresión de ésta hacia cáncer. 

En un estudio de prevalencia del VPH (Datos no publicados, Barrera Saldaña y 

colaboradores) llevado a cabo durante el verano del 2002 por el Departamento de 

Bioquímica de la Facultad de Medicina de la UANL, el Centro Universitario Contra el 

Cáncer del Hospital Universitario y la Secretaria de Salud del estado de Nuevo León, en 

una población de 3084 mujeres con amplio rango de edades, en el área metropolitana de la 

ciudad de Monterrey, mostraron que los tipos 59, 52, 16, 31 y 18 fueron los más 

prevalentes en mujeres asintomáticas, elegidas aleatoriamente en población abierta que 

acudían al centro de salud por algún motivo ajeno al estudio y a la malignidad (Figura 1.5). 



124 59 4.0% 14 73 0.5% 
99 52 3.2% 13 70 0.4% 
65 16 2.1% 12 71 0.4% 
50 31 1.6% 12 83 0.4% 
43 39 1.4% 11 33 0.4% 
40 51 1.3% 8 35 0.3% 
39 56 1.3% 8 42 0.3% 
35 53 1.1% 7 54 0.2% 
35 58 1.1% 7 72 0.2% 
31 18 1.0% 6 68 0.2% 
30 62 1.0% 6 MM9 0.2% 
26 66 0.8% 5 55 0.2% 
25 84 0.8% 4 IS39 0.1% 
23 61 0.7% 4 MM7 0.1% 
22 45 0.7% 4 MM8 0.1% 
22 CP6108 0.7% 3 11 0.1% 
20 6 0.6% 3 40 0.1% 
20 81 0.6% 1 60 0.0% 
18 69 0.6% 1 82 0.0% 
15 67 0.5% 

Figura 1.1 Incidencia del VPH en Monterrey. La tabla muestra la prevalencia encontrada en este estudio 
del 2002, donde resalta el tipo 59, ya que ocupa el primer lugar de prevalencia con un 4.0% del total de la 
población estudiada. Los tipos 16 y 18 ocupan el 3er y 10°, lugar respectivamente. 

1.6 Factores de nesgo para infección por VPH. 

La relación entre infecciones genitales con el VPH y el CaCU fue demostrada durante la 

década de 1980 por el virólogo alemán Harold zur Hausen. Desde entonces, esta asociación 

ha sido fuertemente establecida. 

Estudios epidemiológicos conducidos durante los pasados 30 años han indicado 

asiduamente que el CaCU es fuertemente influido por las variables relacionadas a la 

actividad sexual, ya que a mas temprano el inicio de ésta, aumenta la probabilidad de 

exposición a los principales factores de riesgo1 \ tales como: 
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S Mayor numero de parej as 

S Uso prolongado de anticonceptivos orales 

S Factor masculino (pareja con múltiples compañeras sexuales) 

S Paridad 

La magnitud de la asociación entre el VPH y el CaCU es mayor que la encontrada entre el 

tabaquismo y el cáncer de pulmón. Por cierto, dicho sea de paso, el tabaquismo ha sido un 

muy bien conocido cofactor de riesgo para el CaCU. Un efecto directo del tabaco en el 

CaCU ha sido establecido debido a los hallazgos de metabolitos de la nicotina encontrados 

en el moco cervical de las fumadoras8. 

El número de hijos paridos es un factor de riesgo consistente en el cáncer cervical. 

Por otro lado, hay una asociación entre el CaCU y el uso prolongado de anticonceptivos 

orales. Esta asociación fue observada en estudios en los cuales las lesiones precancerosas 

se obtuvieron como resultado de la detección ginecológica, ya que las mujeres que utilizan 

anticonceptivos orales acuden frecuentemente a examinación ginecológica, por lo que la 

detección, en estadios tempranos fue mayor en aquellas que los utilizan12. 

La evidencia de un efecto de la dieta en el riesgo de CaCU, indica que un ingesta elevada 

de alimentos que conteniendo beta caroteno y vitamina C, además de una disminución de 

vitamina A, puede reducir el riesgo de padecer esta enfermedad 



1.7 Factores de susceptibilidad y persistencia de la infección por VPH. 

Después de un período de latencia, la infección con VPH de alto riesgo termina en la 

i ̂  

progresión a CaCU en un porcentaje muy pequeño de los casos . Un alto porcentaje de las 

mujeres infectadas eliminan el virus utilizando la maquinaria del sistema inmunológico13. 

Por esta razón, se ha demostrado que el aspecto inmunológico y genético del huésped juega 

un papel preponderante en el curso de la infección. Ciertos polimorfismos en los genes del 

MHC (Mayor Histocompatibility Complex, también referido como Human Leukocyte 

Antigens o HLA), se han asociado con la susceptibilidad genética a CaCU. Muchos de 

estos polimorfismos están localizados en los genes del lo cus HLA, los cuales codifican para 

las moléculas de superficie celular clase I (HLA-A, -B, -C) y clase II (HLA-DR, -DQ, -

DR). Las moléculas de la clase I están presentes en todas las células nucleadas, las cuales 

están encargadas de presentar antígenos peptídicos a los linfocitos T CD8+. Por otra parte, 

las moléculas de la clase II están presentes sólo en las células presentadoras de antígenos. 

El hecho de que los polimorfismos cambien la afinidad de estas moléculas por los antígenos 

peptídicos del VPH, hace muy probable que resulte en una disminución de la respuesta 

inmunológica celular contra la infección por el VPH14,15,16 (Figura 1.6). Por otro lado, 

también se ha intentado establecer una relación entre polimorfismos de otras moléculas 

(p53, IL-10, etc.) y la susceptibilidad con el desarrollo de CaCU,9'15'17,18,19,20. 
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Figura 1.5 Posibles consecuencias de ios polimorfismos en los genes del HLA. a) De manera natural una 
vez que algún patógeno entra en la célula, las moléculas de la clase I reconocen los antígenos producidos por 
proteosoma que degrada las estructuras virales. Las moléculas de la clase I llevan los antigenos hasta la 
superficie celular para ser reconocidos por los linfocitos T. b) Algunos polimorfismos cambian la estructura 
de estas moléculas de la clase I y por lo tanto ya no reconocen de igual manera a los antígenos producidos, 
por lo que no se lleva a cabo un buen reconocimiento de estos antígenos por los receptores de los linfocitos 
T Modificado de 6 
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1.8 Desarrollo de lesiones intraepiteliales y su evolución hacia Cáncer. 

El CaCU es causado por un cambio en las células que limitan la pared del cérvix (Figura 

1.8). Las células gradualmente cambian a células precancerosas, las cuales aparecen como 

lesiones en la pared cervical. Estas células pueden eventualmente convertirse en células 

cancerosas, sin embargo en más del 50% de las mujeres permanecen como benignas 

(precancerosas). El CaCU en sus estadios tempranos no exhibe síntomas, por lo que este 

mal es frecuentemente detectado en estadios muy avanzados. Este tumor comienza como 

una condición precancerosa llamada displasia, la cual es normalmente un cáncer de 

crecimiento lento que si es detectado a tiempo puede ser tratado exitosamente15'21'22. 

Cánce r 

Cervix 

P a r e d 
vaginal 

Figura 1.6 Aspecto anatómico microscópico del desarrollo del cáncer cervical. Modificado* 3« 

Lo cambios precancerosos se deben al crecimiento anormal en las células de la superficie 

del cérvix y que no llegan a ser cáncer, conociéndosele como "displasia"21,23'24. Estos 

cambios se clasifican de acuerdo al número de células que se ven afectadas, según la 

descripción de la figura 1.7. 
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Figura 1.7 Etapas en el desarrollo histológico microscópico del cáncer cervical. El esquema muestra la 
forma de aparición de células precancerosas y que posteriormente llegaran a formar lesiones pre- y 
cancerosas.Modificadode37 

El tiempo necesario para el desarrollo de estas lesiones a partir de una infección cervical 

con el VPH no ha sido bien establecido. Se han reportado casos en los que la infección 

progresa a un carcinoma in situ en un período de 10 años, mientras que de manera contraria 

en los últimos años se han venido observando estos casos en mujeres con edades entre 18 y 

24 años. La diversidad y variedad de factores (genético-ambientales) que pueden influir en 

dicho tiempo hace necesaria la evaluación de las pacientes en forma individual a fin de 

tratar cada caso de acuerdo a su grado de exposición y riesgo. 
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1.9 Métodos de diagnóstico para la detección de lesiones intraepiteliales. 

La detección oportuna del CaCU está principalmente basada en los análisis citológicos y 

colposcópicos. Estos análisis llevados a cabo por ginecólogos con alta experiencia han 

reducido dramáticamente la incidencia y el número de muertes por CaCU en países 

desarrollados. Sin embargo, la cantidad tanto de falsos negativos como de falsos positivos 

en los países en vías de desarrollo de estos dos análisis, han fundamentado la necesidad de 

nuevas técnicas para la detección oportuna de este tumor con una mayor sensibilidad y 

especificidad. 

1.9.1 Papanicolaou. 

La citología de Papanicolau es un examen que se utiliza para identificar señales indicadoras 

de cambios citológicos-morfológicos de CaCU. Durante una tinción de Papanicolau se 

obtiene una muestra de células del cérvix para examinarla. Estas células son tomadas 

utilizando un palillo de madera con un algodón en la punta, el cual se frota sobre la 

superficie del cervix y arrastra una muestra de células, las cuales son colocadas sobre una 

laminilla y mandadas al laboratorio de patología para su análisis (Figura 1.9). 

Las células en la laminilla se evalúan para detectar signos de que están cambiando su 

morfología normal. Las células atraviesan una serie de cambios antes de que evolucionen a 

cáncer. Las anomalías morfológicas detectadas pueden ser, entre otras: células atípicas 

(coilocitos), cambios precancerosos en el tejido (neoplasia intraepitelial cervical), ó 

carcinoma invasivo (cáncer). Una tinción de Papanicolau puede mostrar que éstas 

atraviesan estos cambios mucho antes de que se desarrolle el cáncer21. 
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Figura 1.8 Papanicolau. Imagen que muestra la zona donde se toma la muestra utilizada para la detección de 
alteraciones celulares en el cuello de la matriz.Tomadode6 

1,9.2 Colposcopía. 

La colposcopía es un procedimiento médico en el cual se utiliza un microscopio especial 

(llamado colposcopio) para observar y examinar vía vaginal detenidamente el cuello 

uterino (la abertura del útero o matriz) (Figura 1.10). El colposcopio magnifica o amplía la 

imagen de la parte exterior del cuello uterino. A veces se extrae una pequeña muestra de 

tejido (llamada biopsia) para efectuar estudios adicionales en caso de observar 

anormalidades o signos de lesión. Las muestras de tejido son llevadas a patología, cuyo 

diagnóstico conlleva a la desición del tratamiento adecuado de cada paciente, ya que si se 

establece tempranamente el diagnóstico del tumor, o de un cambio precanceroso en las 

células, éste puede ser tratado y casi siempre curado. Sin embargo, en casos de lesiones y 

cánceres tempranos del cuello uterino, el único tratamiento adecuado es la extirpación de 

una parte del cérvix. 
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Figura 1.9 Técnica de Colposcopia. Consiste en la utilización de un eolposcopio para observar la presencia 
de lesiones y así poder tomar una biopsia a partir de estas anormalidades.Tom8do 6 

Los hallazgos anormales durante una colposcopia pueden ser: patrones anormales en los 

vasos sanguíneos, parches blanquecinos (visibles por la aplicación de acido acético en la 

zona de la lesión) en el cuello uterino y áreas inflamadas, erosionadas o atróficas (tejido 

desgastado). Cualquiera de estas anomalías puede indicar cambios precancerosos y 

cancerosos. 

1.9.3 Detección del ADN viral. 

La detección de tipos específicos del VPH como agente causal del CaCU y de sus lesiones 

precursoras, ha permitido el desarrollo de nuevos métodos para su diagnóstico temprano. 

La presencia del ADN viral ha podido establecerse mediante hibridación y reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés)4'21,25'26'27'28'29. Estas estrategias, 

aunadas a los métodos citológicos, aseguran una mayor precisión en la detección oportuna 

del cáncer y una marcada disminución de falsos negativos. En la detección por PCR del 
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ADN viral se pueden utilizar iniciadores oligonucleotídicos o "primers" específicos, 

degenerados o mezclas de primers, según se describe a continuación: 

a) Primers específicos: Son diseñados contra un tipo de VPH, por lo que no pueden 

ser usados para la detección de otro tipo; generalmente son utilizados en el área de 

investigación. 

b) Primers degenerados: Estos primers pueden amplificar diferentes tipos de VPH, ya 

que su secuencia no es completamente idéntica a algún tipo viral especifico. Se han 

desarrollado estuches que utilizan este tipo de primers tanto para investigación 

como para el área clínica. 

c) Mezclas de primers: Consisten en múltiples juegos de primers específicos cada uno 

para cada tipo de una gran variedad de VPHs. Se utilizan para poder aumentar el 

espectro de tipos virales que puedan ser amplificados. 
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CAPITULO n 

JUSTIFICACIÓN 

Dada la gran cantidad de casos y muertes debidas al CaCU en México, es necesario 

establecer nuevos sistemas para la detección oportuna de esta neoplasia apoyados en las 

técnicas de la biología molecular, además de distinguir las características epidemiológicas 

que promueven la progresión a CaCU a partir de una infección con el VPH. 

La detección oportuna de la infección y el reconocimiento de los factores ambientales a los 

que están expuestas las mujeres, no ayudarán a poner en evidencia el grupo de mujeres en 

los que la infección con el VPH progresara hacia CaCU y se podrá actuar preventivamente 

a tiempo. 
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CAPITULO ra 

OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GENERAL 

Dar seguimiento a las mujeres diagnosticadas en el 2002 como VPH positivas, para 

conocer el estatus de la infección y su posible relación con las características 

epidemiológicas de la población estudiada. 
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3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

> Recolectar muestras de suero y cepillado vaginal de mujeres que resultaron 

positivas (~600) en el estudio llevado a cabo el verano del 2002 para la detección 

del VPH. 

> Obtener el ADN de la muestra cervical y separar para almacenar el suero para 

futuros estudios. 

> Re-examinar el estatus del tejido cervical mediante un segundo estudio. 

> Re-examinar la presencia y tipificar al VPH. 

> Comparar los resultados obtenidos en la primera tipificación con los obtenidos en 

esta segunda etapa. 

> Analizar los hallazgos a la luz de las características epidemiológicas de la población 

en estudio. 
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CAPITULO IV 

MATERIAL Y MÉTODOS 

4.1 Estrategia general 

Para el cumplimiento de los objetivos planteados se siguió la siguiente estrategia general: 

1.- Se localizaron a las pacientes con resultado de VPH positivo (n= 599) de un estudio de 

prevalencia del VPH que se llevó a cabo en el verano del 2002, para ello se contó con la 

ayuda de la Secretaría de Salud del Estado de Nuevo León (SSNL). 

2.- Se citaron a las pacientes a la consulta del Centro Universitario Contra el Cáncer 

(CUCC) de! Hospital Universitario, para tomarles una muestra de cepillado vaginal, la cual 

se mantuvo en un líquido preservador de células (Precervcyt) a 4°C. También se tomó una 

muestra de sangre periférica para obtener el suero y guardarlo a -70°C. Además, se les 

pidió a las pacientes que llenaran un cuestionario para recabar información sobre su 

exposición a factores de riesgo para la infección por VPH. 

3.- Una parte del cepillado vaginal se utilizó para realizar un examen de Papanicolau y la 

otra fue utilizada para extraer el ADN utilizando la técnica de la Proteinasa K. 

4.- Una vez que se extrajo el ADN, se llevó a cabo una PCR para amplificar la región L1 

del VPH, utilizando el par de primers PGMY 09/11 del estuche Amplicor VPH de la 

compañía Roche. 

5.- El producto amplificado (PA) fue hibridado sobre las tiras de nylon del kit Amplicor de 

Roche, las cuales tienen embebidos 27 tipos de VPHs de alto riesgo, lo que clasificó al tipo 

de VPH presente en la muestra al hibridar con el PA. 
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6.- Una vez obtenido el tipo de VPH y los resultados de los cuestionaros aplicados, se 

procedió al análisis de ios datos generados. 
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Figura 4.1 Estrategia experimental para el cumplimiento de los objetivos planteados, desde la búsqueda 
de las pacientes VPH positivas en el verano del 2002 hasta la integración de los resultados obtenidos y 
su análisis en el 200S. 

4.2 Lugar de trabajo. 

El muestreo fue realizado en el Centro Universitario Contra el Cáncer del Hospital 

Universitario de la Facultad de Medicina. El trabajo de laboratorio fue llevado a cabo en el 

laboratorio de Genética Molecular de la Unidad de Laboratorios de Ingeniería y Expresión 

Genéticas (ULIEG) del Departamento de Bioquímica de la misma institución. 
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4.3 Reactivos, materiales y equipos. 

Las muestras biológicas utilizadas fueron células obtenidas de un cepillado vaginal; con la 

ayuda de un espejo vaginal se hacia introducir el cepillo al inicio del canal cervical. Una 

vez dentro, éste se hacia girar varias veces hacía ambos lados para raspar y colectar el 

mayor número de células posibles, las cuales fueron preservadas a 4°C. Además se tomó 

qiuesiras de 10 mi de sangre periférica, las cuales fueron colocadas en un tubo que contenía 

un gel activador de la coagulación para separar mejor el suero del coágulo formado. 

Ambas muestras fueron obtenidas de las mujeres incluidas en el estudio, previo a una firma 

de consentimiento informado. Dichas muestras fueron trasladadas inmediatamente al 

Departamento de Bioquímica para su procesamiento. 

4.3.1 Reactivos utilizados. 

Nombre Fuente 

Precervcyt Cytec Corporation, MA, EUA 

SDS Sigma Chemical Company, MO, EUA 

Proteinasa K. Promega, Madison, WI, EUA 

Cloroformo Merck de México 

Fenol Sigma Chemical Company, MO, EUA 

Etanol Merck de México 

Tris-EDTA Sigma Chemical Company, MO, EUA 

Acetato de amonio Sigma Chemical Company, MO, EUA 
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Isopropanol Merck de México 

Agarosa Sigma Chemical Company, MO, EUA 

Ácido acético Merck de México 

Acido clorhídrico Merck de México 

Kit Amplicor VPH Roche Inc. 

4.3.2 Material utilizado. 

Nombre Fuente 

Tubos eppendorf [0.2,0.5,1.5 y 2.0 mi] Cell Associates, TX, EUA 

Puntillas Cell Associates, TX, EUA 

Tubos Falcon [15 y 50 mi] Cell Associates, TX, EUA 

Tubos vacutainer [10 mi] Becton Dickinson and company, NJ, EUA 

Cepillos vaginales DM S.A. de C.V., México, DF 

Guantes de látex Cell Associates, TX, EUA 

4.3.3 Equipo. 

Nombre Fuente 

Micro-centrifuga mod. 5412 Eppendorf, Hamburgo, Alemania 

Centrifuga TJ6 Beckman, Dubuque, Iowa, EUA 

Balanza Granataria mod. 1206 Saetorius MP, Alemania 

Thermomixer mod. 5436 Eppendor, Hamburgo, Alemania 

Termociclador PTC-100 MJ Research, NJ EUA 
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Cámara de electroforesis Fotodune, Hartland, WI, EUA 

Baño de temperatura Lab-line Instruments Inc. IL, EUA 

Fuente de poder Mod. 250 Gibco-BRL, MD, EUA 

Fotodocumentador Gel Doc 1000, CA, EUA 

Vórtex Mod. 37600 Thermolyne, Iowa, EUA 

4.4 Métodos 

4.4.1 Localización de las pacientes y tonta de muestra (2005) 

Se utilizó el banco de datos formado durante la investigación llevada a cabo en el verano 

del 2002 para identificar a las pacientes con resultado positivo a la infección con el VPH. 

Este banco contiene los nombres y códigos utilizados ese mismo año. Estos últimos, fueron 

entregados a la Secretaría de Salud de Nuevo León para que los convirtieran en direcciones 

y teléfonos de las pacientes. Así fueron localizadas las pacientes y referidas el Centro 

Universitario Contra el Cáncer. 

4.4.2 Extracción de ADN a partir de cepillado vaginal 

Se agitó la muestra en vortex por 1 minuto. Posteriormente se tomó 1 mi y se colocó en un 

tubo de 2 mi para centrifugarla por 10 min a 14,000 rpm. Se vació el sobrenadante y se 

observó que la pastilla se encontraba en el fondo del tubo. Se agregó 1 mi de TE 9X, 60 \i\ 

de proteinasa K (10 mg/^l) y 40 \ú de SDS al 10%, y se incubó a 56°C por 2 horas con 

agitación fuerte en el thermomixer (1000 rpm). Posteriormente la muestra se incubó a 95°C 

por 15 min en el thermomixer (1000 rpm). Se íe agregó 500 \ú de fenol y 500 ni de 



cloroformo y se agitó en vortex por 5 min, hasta que se observó una emulsión. Se 

centrifugó por 10 min a 14,000 rpm, y la fase acuosa se colocó en otro tubo de 1.5 mi. Se 

repetía la extracción fenol-cloroformo solo si se considera necesario. La fase acuosa se 

colocó en un tubo falcón de 15 mi y se agregó 353 jil de acetato de amonio 8M y 2.5 

volúmenes de etanol al 100%. Esto se incubó para precipitar el ADN a -70°C por 1 hora. 

En un tubo de 1.5 mi se centrifugó la muestra de 1.5 en 1.5 mi hasta centrifugar el volumen 

de la muestra en su totalidad (8 min a 14,000 rpm). Después se lavó la pastilla con 1 mi de 

etanol al 70% y esto se centrifugó por 8 min a 14,000 rpm (se decantó). Se dejó secar la 

pastilla a temperatura ambiente (de 1 a 2 horas) y se resuspendió en 100-200 ^ de TE IX, 

posteriormente se almacenó el ADN a -70°C. 

4.4.3 Análisis electroforético del ADN. 

Una vez que se extrajo el ADN, este se colocó en un gel de agarosa al 0.8% para observa su 

calidad, se tiñó con bromuro de etido y se observó en el Fotodocumentador. 

4.4.4 Amplificación de la región L1 del VPH 

La mezcla de reacción de 60 (.il contenía cerca de 500ng de ADN, 200mM de cada dNTP, 

0.9 unidades de Taq. Gold y lOOpmoles de cada par de primers. Un par de primers 

amplificaba la región L1 del genoma del VPH y el segundo par de primers amplificaba el 

gen de la (3-globina del genoma de las pacientes y que era usado como un control de calidad 

de la extracción del ADN. La mezcla fue sujeta a 40 ciclos de amplificación usando un 

PTC-100 thermal cycler (MJ research). Cada ciclo incluía 30 segundos a 94°C 

(Desnaturalización), 30 segundos a 55°C (Alineamiento) y 30 segundos a 72°C 

(Extensión). Los Productos de PCR fueron pasados a una tira de nylon la cual contenía 
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sondas con los diferentes tipos de VPHs por lo que el producto amplificado se hibridaba 

con la sonda que correspondía al tipo de VPH amplificado de la muestra tomada. 

4.4.5 Hibridación con sondas específicas para detección y tipificación de VPH 

A 50 |iL de producto amplificado se le añadió 50 |iL de solución desnaturalizante y se 

incubo durante 10 min. Las soluciones de hibridación y lavado se preparaban y colocaban a 

53°C. Se marcaban las tiras con la clave del paciente y se depositaban en una charola de 

hibridación. A cada tira se le añadió 3ml de la solución de hibridación caliente y 

posteriormente se agrego lOOuL de la mezcla de producto amplificado-solución 

desnaturalizante para incubar todo a 53°C por 30min en baño de agua. Se elimino la 

solución de hibridación por aspiración con un sistema de vacío. Se agregaron 3 mi de la 

solución de lavado (a temperatura ambiente) e inmediatamente se eliminaron mediante 

aspiración. Después se añadieron 3ml de solución de lavado caliente y se incubo en baño de 

agua a 53°C durante 15min. Mientras transcurría este tiempo se preparaba la solución de 

conjugado (SA-HRP). Transcurrido el tiempo se elimino la solución de lavado mediante 

aspiración y se agregaron 3ml del conjugado, para incubar a temperatura ambiente durante 

30 min con agitación constante (70rpm). Se preparaban la solución de citratos. Después se 

realizo 1 lavado rápido y posteriormente se agregaron 3ml de solución de lavado, esto se 

puso en agitación a temperatura ambiente durante lOmin. Posteriormente se aspiro y 

agregaron 3ml de solución de lavado, de nuevo esto en agitación a temperatura ambiente 

durante lOmin. Se añadieron 3ml de la solución de citratos y se dejo en reposo (mínimo 5 

min), mientras se preparaba la solución de color (sustrato A + sustrato B) protegiendo los 

vasos de precipitado de la luz con papel aluminio. Se elimino la solución de citratos por 



aspiración y se agregaron 3ml de la solución de color (sustrato A + sustrato B), para 

posteriormente ser incubados con agitación a temperatura ambiente durante 5min. 

Aproximadamente. Finalmente se lavo con agua destilada, se elimino el exceso y se dejo 

secar a temperatura ambiente. La identificación se realizo utilizando una plantilla que se 

adquirió con el Kit. 

4.4.6 Análisis Estadístico 

El análisis estadístico fue realizado usando el paquete computacional SPSS® (versión 13 

para Windows). Para encontrar alguna relación tanto entre las variables nominales como 

ordinales y la persistencia de la infección con el VPH se elaboraron tablas de contingencia 

y se analizaron usando la Prueba de Chi2. Para las variables numéricas se realizo la prueba t 

de student para diferencias entre medias. 
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CAPITULO V 

RESULTADOS 

5.1 Localización de las pacientes y toma de muestra. 

Con la ayuda de la Secretaría de Salud de Nuevo León (SSNL) se localizaron 129 de las 

mujeres VPH positivas participantes en el estudio del 2002 y se citaron para toma de 

muestras de sueros y cepillados vaginales. La edad promedio del grupo de estudio fue de 39 

años ± 10, con una menarquia a los 12 años ±1.7, un inicio de vida sexual a los 18 años ±3 

y una edad de 20 años ±4 durante su primer embarazo. La mayoría de las mujeres 

reclutadas durante la investigación estaban casadas (65.89%) y referían un nivel de estudio 

básico (87.61%). Además, la mayoría de ellas había estado embarazadas entre 3 y 4 veces 

(43.41%) y referían haber tenido entre 1 y 2 parejas sexuales (78.29%). Por otra parte, un 

porcentaje pequeño de este grupo refería tabaquismo (20.93%). En igual proporción se 

refirieron al uso de suplementos vitamínicos. La distribución de estas características así 

como factores epidemiológicos, se encuentran descritos detalladamente en la figura 5.1. 
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Figuras 5.1 Factores de riesgo. Descripción de las características epidemiológicas del grupo de estudio. 
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5.2 Extracción de ADN a part ir de cepillado vaginal. 

Una vez que se obtuvieron las 129 muestras de cepillado vaginal, se llevó a cabo la 

extracción de ADN utilizando la técnica de proteinasa K. Para visualizar su calidad, una 

alícuota del ADN extraído se colocó en un gel de agarosa al 0.8%. En el carril 1 se colocó 

el marcador de peso molecular X + Hiná III, el cual presenta una banda de 23,130 pb que 

migra en forma similar al ADN genómico no degradado, por lo que cualquier señal por 

debajo de ésta era indicativa de degradación del ADN (Figura 5.2) 

X 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Figura 52 ADN extraído del cepillado vaginal utilizando la técnica de proteinasa K. La figura muestra 
un gel de agarosa al 0.8% en donde se corrió el ADN extraído de 10 muestras de cepillado vaginal (caniles 2-
11), además se corrió el marcador de peso molecular (carril 1) para identificar el ADN genómico. 

5.3 Amplificación de la región L1 del VPH. 

El ADN extraído de las muestras se utilizó para correr una PCR con la finalidad de 

amplificar la región L1 del VPH, rastreando su presencia. Para la PCR se utilizaron los 



primera (biotinilados) PGMY09 y PGMY11 del kit Amplicor de Roche, según las 

concentraciones y condiciones de la PCR que se muestran en las tablas 5.1 y 5.2 

respectivamente. 

Tabla 5.1 Concentraciones utilizadas en la PCR de la región L1 del VPH. 

Reactivo Ci Cf VoL 

Buffer 10X IX 6.0 ni 

MgCI2 25 mM 4 mM 9.6 ni 

dNTPs 10 mM 0.4 mM 1.2 ni 

PGMY09 50 \iM ljxM 1.2 ni 

PGMY11 50 \iU 1 \iU 1.2 ni 

BPC04 50 nM 0.025 nM 0.03 ni 

BGH20 50 nM 0.025 nM 0.03 ni 

Taq Gold 5 U/JAI 0.075 U/nl 0.9 ni 

HtO 34.84 ni 

DNA 5 ni 

Total 60 ni 

Ci: Concentración inicial; Cf: Concentración final; Vol: Volumen 

Tabla 5.2 Programa del termociclador para amplificar la región L1 del VPH. 

Etapa Temperatura Tiempo 
Desnaturalización 95° 12min 
Desnaturalización 95° 30 s 
Apareamiento 55° 1 min 
Extensión 72° 1 min 
Repetir 40 veces 
Extensión final 72° 5 min 



Una vez que se llevó a cabo la PCR, el producto amplificado se resolvió por electroforesis 

en un gel de agarosa al 2% para visualizar una banda de cerca de 450pb, correspondiente al 

tamaño esperado de la región de L1 que amplificaban los primers PGMY09/11, lo que 

indicaría la presencia del VPH en la muestra colectada; así como una banda de 250 pb que 

correspondía al gen de la p- globina humana, lo que indicaría una buena extracción de ADN 

y que la reacción de PCR se había llevado a cabo eficientemente. La figura 5.3 muestra 

uno de dichos geles, el carril 1 muestra el marcador X + Pst I, utilizado como guía para 

localizar las bandas de 450 y 250 pb de los genes L1 y de la p- globina humana, 

respectivamente. En el carril marcado con el numero 5 se observa una muestra positiva para 

VPH, la cual presenta una banda de 450 pb, mientras que el resto de los carriles son 

muestras negativas para la banda de 450 pb. 

X+ 
Ps ti 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Figura 5 3 Resultado de la amplificación de la región L1 del VPH. La figura exhibe 10 muestras de 
diferentes pacientes sometidas a la amplificación del gen Ll, la muestra del carril numero 5 es positiva la 
presencia del VPH en la muestra colectada. 



5.4 Hibridación con sondas específicas para detección y tipificación de VPH. 

Los productos amplificados (PA) fueron hibridados sobre las tiras de nylon del kit 

Amplicor de Roche, las cuales tienen embebidas 27 tipos de sondas, una para cada tipo de 

VPH de alto riesgo oncogénico, por lo que las muestras que presentaron infección con VPH 

dieron positivo a la hibridación y ésta reveló el tipo de VPH presente en la muestras. La 

figura 5.4 muestra las tiras de nylon del Kit Amplicor de Roche de algunas muestras 

indicando la presencia del gen de control interno (p- globina) en todas ellas y del VPH. 

Para la tipificación se utiliza un molde que indica el tipo de VPH al que corresponde la 

altura de la banda encontrada. 

presencia y tipificación del VPH detectado por PCR 



5.5 Análisis de resultados. 

5.5.1 Incidencia de infección por VPHen la población de estudio. 

En esta segunda detección (2005) se encontró que el 21% (n- 27) de las mujeres estudiadas 

presentaba una infección con el VPH, mientras que el 79% (n= 102) restante la habían 

eliminado. 

5.5.2 Tipificación y prevalencia con relación a los hallazgos del 2002• 

Al llevar a cabo la tipificación, se encontró que la prevalencia en esta segunda etapa (2005) 

era diferente a la encontrada tres años atrás. Mientras que entonces el virus tipo 83 (bajo 

riesgo oncogénico) se encontró en el 7o lugar de prevalencia, en este segundo tamizaje séle 

encontró en el 1er lugar. Los tipos de alto riesgo 18 y 16 se encontraron en ambas 

detecciones en los primeros lugares de prevalencia. Por otra parte, el virus de alto riesgo 

tipo 59, el cual había sido el más prevalente en el 2002, se encontró en el 11° lugar en esta 

segunda tipificación, lo que indica que la infección con este tipo de virus fue eliminada por 

la mayoría de las mujeres (n= 28). Interesantemente, todas la infecciones con el VPH tipo 

52 (2a0 lugar de prevalencia en el 2002) fueron eliminadas, no encontrándose casos con 

este tipo de virus en el 2005. (Figura 5.5). 
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Figura 5.5 Comparativa de la prevalencia del VPH detectada tras las tipificaciones del 2002 y 2005. La 
figura muestra los cambios de posición en las prevalencias de los tamizajes realizados en estas dos etapas de 
la investigación. 

5.5.3 Persistencia, reinfección y eliminación del VPH. 

Del 100% (n=129) de las pacientes tipificadas en el 2005, sólo en el 21% (n= 27) se detectó 

la presencia del VPH. Al analizar el tipo de VPH presente en esta segunda detección con 

respecto al resultado de la primera, se encontró que el 52% (n= 14) de estas infecciones 

eran ocasionadas por el mismo tipo de VPH presente tres años atrás, lo que indicó una 

infección persistente, mientras que el 48% (n= 13) de las mujeres infectadas tenían 

infecciones con un tipo de VPH diferente al encontrado en el verano del 2002. Esto implica 
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que las mujeres habían eliminado la infección presente en ese año, pero habían adquirido 

una infección con otro tipo de VPH durante este período de 

tres años. Cabe mencionar que el presente trabajo se enfocó en los resultados de las 

pacientes con persistencia viral. 

Los tipos de VPH con una mayor dificultad para ser eliminados por el huésped se 

encuentran resumidos en la tabla 5.3, así como el número de casos correspondientes. 

Tabla 53. Porcentaje de persistencia viraL 

Porcentaje de 
Riesgo VPH Casos en el 2002 Casos en el 2005 persistencia 

Bajo 81 3 2 66% 

Bajo 61 6 3 50% 

Alto 33 2 1 50% 

Bajo 83 8 3 37% 

Alto 18 12 4 33% 

Alto 16 12 3 25% 

Bajo 42 5 1 20% 

Alto 51 5 1 20% 

Alto 31 9 1 11% 

Alto 39 9 1 11% 

Alto 59 29 1 3% 



La tabla revela el número de pacientes que permanecieron con el mismo tipo de VPH a 

través de tres años (2002-2005), y el porcentaje correspondiente. De los tres casos con VPH 

tipo 81 en el 2002, solo una paciente logró eliminar esta infección y los otros dos casos 

permanecieron con la infección, lo que denota la dificultad de este virus para ser 

eliminado. Además, se encontró que de los tipos 81, 61, 33, 83 y 18 los casos presentes en 

el 2002 (100%, n= 31), sólo unos cuantos eliminaron la infección (58%, n= 18), hecho que 

se comprobó en la segunda tipificación A su vez, estos mismos tipos se encuentran en los 

primeros lugares de prevalencia en el 2005, lo que corrobora su persistencia y por 

consecuencia la dificultad para ser eliminados. 

5.5.4 Factores ambientales asociados con infecciones persistentes por VPH. 

Una vez que se agruparon los resultados obtenidos en persistencia y eliminación viral, se 

realizó el análisis estadístico para determinar alguna influencia de los factores ambientales 

que pudieran significar un aumento al riesgo de persistencia o eliminación de la infección 

con el VPH, el cual arrojó los resultados plasmados en la tabla 5.4 



Tabla 5.4 Predictores de la persistencia de la infección con el VPH 

Variable (o: 116) P 
Edad al inicio de vida sexual <0.001f 

Edad 1er Embarazo (años) 0.002t 

Estado civil (casada) <0.001f 

VPH de alto riesgo 0.035* 

Infección múltiple 
i 

0.023* 
> 

Suplementos vitamínicos 0.020* 

Edad (años) NS 

Menarquia (años) NS 

No. Embarazos NS 

No. compañeros sexuales NS 

Nivel de estudios (básico) NS 

Tabaco NS 

Otras enfermedades NS 

Met. Anticonceptivo de barrera NS 

Circuncisión en la pareja NS 

t = Altamente significativo; *= Significativo; NS= No significativo. 

Factores como la edad de la primera relación sexual, la edad del primer embarazo, la 

presencia de múltiples VPHs, la presencia de VPHs de bajo riesgo, el consumo de 

suplementos vitamínicos, así como un estado civil diferente al de casada, están presentes 

principalmente en el grupo de mujeres que no han podido eliminar la infección con el VPH. 



En esta investigación se encontró que los factores medioambientales como la edad 

temprana al inicio de la vida sexual, la edad temprana durante el primer embarazo y un 

estado civil diferente al de casada, tiene una muy alta significancia estadística con respecto 

a la persistencia de la infección con el VPH (p < 0.01 y un IC del 99%) estas tres 

características se han utilizado indicadores de la promiscuidad en la mujer. También se 

encontró una significancia entre la presencia de infecciones con VPH de bajo riesgo, la 

presencia de infecciones múltiples y el consumo de suplementos alimenticios con las 

infecciones persistentes (p < 0.05 y un IC del 95%). 

En el presente trabajó no se encontró una relación significativa entre el consumo del tabaco 

y la persistencia de la infección con el VPH, así como tampoco se observó un efecto de la 

edad de las pacientes, el número de compañeros sexuales, el número de embarazos, el uso 

de un método anticonceptivo de barrera, etc., en la persistencia de la infección. 
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5.5.5 Desarrollo de lesiones por infección con VPH. 

Una vez que se tipificó el VPH en la población analizada, ésta se agrupó en mujeres que 

eliminaron la infección (87.9%, n=102) y con infección persistente (12.1%, n= 14) 

después de tres años. 

Del grupo de mujeres con eliminación de la infección, un porcentaje pequeño desarrolló 

lesiones (7.8%, n= 8). Las lesiones presentes en este grupo en general fueron de bajo 

grado, mientras que la mayoría (93.1%, n= 94) no desarrolló ninguna lesión intraepitelial 

(Figura 5.6). 

Sin lesión D. Leve D. Moderada 

Figura 5.6Grupo de mujeres que eliminaron la infección. 

La gráfica muestra el porcentaje de lesiones encontradas en el grupo de mujeres que 

eliminó la infección sin tratamiento alguno: el 6.8% (n= 7) de este grupo desarrolló una 
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displasia leve, el 1.0% (n- 1) una displasia moderada, mientras que el 93.1% (n= 94) no 

desarrolló lesión epitelial. 

Por otro lado, en el grupo de mujeres que no logró eliminar la infección después de tres 

años (12.1%, n= 14), se presentaron mayor número de lesiones epiteliales: el 42.9% (n=6) 

de ellas presentaron lesiones y todas estas venían acompañadas con una infección por un 

tipo de VPH de alto riesgo oncogénico, mientras que el 57.1% (n= 8) no desarrolló ningún 

tipo de lesión, ya que el 62.5% (n= 5) presentaba una infección con tipo de VPH de bajo 

riesgo oncogénico (61, 81, 83), lo que explica el porqué de la ausencia de lesiones a pesar 

de mantener un infección por más de tres años (Figura 5.7). 
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Figura 5.7 Grupo de mujeres con infección persistente. 

Sin lesión D. Leve D. Grave Carcinoma in situ 



De las pacientes con lesiones, el 21% (n= 3) presentaron carcinoma in situ, lo que resulta 

verdaderamente importante, ya que en el 2002 estas mismas pacientes no presentaban 

ninguna alteración citológica, lo que exhibe una evolución de la infección hacia cáncer 

(Tabla 5.7). 

Tabla 5.5 Lesiones desarrolladas en las pacientes con infección es persistentes. 

# Pacientes 
Tipo deVPH Tipo de lesión 

2 16 Carcinoma in situ 
1 

16,18,31,33, 59, 

1 ' i • 

Carcinoma in situ 
1 

18,61,81 D.Grave 
1 « f 

39 

i 

D. Leve 
1 

45 D. Leve 



CAPITULO VI 

DISCUSIÓN 

El CaCU se encuentra entre las primeras causas de muerte por cáncer en mujeres de países 

en vías de desarrollo. En México cada hora mueren dos mujeres a causa de esta 

enfermedad, con un crecimiento promedio anual de los casos absolutos de mortalidad de 

0.76%l0. El VPH fue asociado como la principal causa para el desarrollo de CaCU a 

principios de los 80s3. Por lo que esta investigación se llevó a cabo con el fin de establecer 

cuáles son los factores epidemiológicos que pudieran aumentar el riesgo de infección por 

VPH y persistencia de la misma, la generación de lesiones intraepiteliales cervicales y 

posteriormente CaCU, particularmente en la población del Noreste de México. 

Los datos de nuestro laboratorio sobre la prevalencia del VPH en el estudio del 2002, 

revelaron que el 20% de la población femenina del área metropolitana de Monterrey se 

encontraba infectada con el VPH durante el verano del 2002. Es conocido que el porcentaje 

de prevalencia de infección por VPH se conserva a través de los años en una población, 

puesto que se ha encontrado que hay un promedio de incidencia mensual de esta infección 

tal y como lo observo Giuliano y cois.30 (2002). A esto se debe que en la tipificación del 

2005 se encontró también un 20% de prevalencia del VPH, estos datos muestran similitud a 

la prevalencia encontrada por Lazcano-Ponce y cois.31 (2001) en el estado de Morelos en 

dónde el 14.5% de la población femenina sin lesiones epiteliales presentó una infección con 

el VPH. Este mismo autor reportó que los tipos 16, 53, 31,18 fueron los más prevalentes 



en su estudio. Por otra parte, Gonzales-Losa y cois. (2004) encontraron que los tipos 58, 

16, 18, 33 y 31 se encontraban entre los primeros lugares de prevalencia en la población 

femenina de Yucatán. En esta investigación se encontró que los tipos 83, 18, 61, 16, 81 

fueron los más frecuentes en esta población, con lo que se observa en estos tres estudios 

llevados a cabo en el mismo pais que los tipos 16 y 18 prevalecen sobre cualquier otro tipo 

de VPH y son los principales causantes de los casos con CaCU a nivel mundial. 

A i 

Estudios realizados en Holanda por Nobbemhuis y cois. (1999) mostraron que el 67% de 

las infecciones con el VPH son eliminadas de manera natural sin recibir tratamiento alguno. 

Datos similares de Mosciki y cois. (1998) en California reportaron que entre un 60 a 75% 

de las infecciones con el VPH son eliminadas. En el presente estudio los resultados 

mostraron que el 87.9% de los casos de las infecciones con el VPH fueron eliminadas de 

manera natural por el sistema inmune de la paciente. Estas cifras son muy parecidas a las 

reportadas por Evander y cois.34 (1995) donde se habló de un 90 a 95% de eliminación, 

aunque no fueran sometidas a tratamiento, ya que aún no se ha establecido uno adecuado 

para la infección por VPH35. Las diferencias encontradas en los porcentajes de eliminación 

entre los diferentes estudios llevados a cabo a nivel mundial han sido atribuidas 

principalmente a los diferentes métodos de detección utilizadas33, ya que diferentes 

métodos para la detección del VPH se han utilizado en los estudios realizados, otro factor 

para estas diferencias es la población estudiada, ya que las características étnicas, así como 

los factores ambientales influyen en la facilidad de eliminación de esta infección. 



No se han encontrado reportes sobre la dificultad para eliminar algunos tipos de VPH con 

respecto a otros tipos. En este trabajo se encontró que algunos VPH son más difíciles de 

eliminar que otros, ya que al comparar los resultados de prevalencia obtenidos durante el 

2002 contra los del 2005, se observó que la mayoría de casos del 2002 para ciertos tipos de 

VPH aun permanecían en el 2005, mientras que en otros tipos la mayoría de los casos eran 

eliminados. En el caso del VPH tipo 81 se encontró que de los 3 casos encontrados en el 

2002, sólo una paciente logró eliminar la infección con este tipo y las otras dos pacientes 

permanecieron con la infección por tres años (66%). Caso contrario ocurrió con el VPH 

tipo 59 presente en los casos del 2002 (n= 29). El 3% (n= 1) de estos permaneció con la 

infección y el 97% (n= 28) restante la eliminó por lo que estos datos dan un indicio de que 

algunos tipo de VPH son más fáciles de eliminar que otros. Sin embargo, no se puede 

concluir firmemente ya que mas análisis con mayor numero de muestras seria 

recomendable para poder equiparar estos resultados. 

Ho y cois.23 (1998) encontraron que la edad de las mujeres es un factor para la persistencia 

de la infección, ya que mujeres mayores de 45 años tienen mayor dificultad para eliminar la 

infección por el VPH en comparación con mujeres jóvenes, dado que la respuesta inmune 

difiere entre ambos grupos. Además, encontraron que la presencia de múltiples infecciones 

con el VPH aumenta la dificultad de eliminarlas. En el presente trabajo se encontró que 

factores como la edad de inicio de vida sexual, la edad del primer embarazo, la aparición de 

infecciones múltiples así como el consumo de vitamínicos y el presentar un estado civil 

diferente al de casado representan un riesgo para la eliminación de la infección, es decir que 
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estas variables tiene una influencia positiva sobre la presencia de la infección con el VPH y 

su persistencia por mayor tiempo, lo que a futuro ocasiona la aparición de lesiones 

intraepiteliales cervicales. Contrario a lo encontrado por Ho y cois. (199$) en el presente 

estudio se observó que la presencia de VPH de bajo riesgo aumenta la probabilidad 

persistencia de la infección. En el mismo contexto este autor observó un efecto protector 

del tabaquismo en la persistencia de la infección. Contrario es esto último, los datos de esta 

investigación no arrojaron relación alguna entre el tabaquismo y la persistencia del VPH 

estadísticamente significativa. 

Al 

Bulkmans y cois. (2005) a través de un estudio de seguimiento a través de tres años de 

3170 mujeres, mostraron que la aparición de lesiones es debida a las infecciones 

persistentes con VPH de alto riesgo. Por otra parte, en nuestra investigación previa se 

encontró que las mujeres con infección persistente presentan mayor número de casos con 

lesiones (42.9 %), en comparación con el grupo que elimina la infección (6.9%). Las 

lesiones que aparecieron en este grupo eran debidas a uno o más VPH de alto riesgo 

oncogénico, mientras que los casos que no desarrollaron lesiones en su mayoría eran 

infecciones persistentes con VPH de bajo riesgo, lo que explica la ausencia de lesiones aún 

cuando la infección no ha sido eliminada y que esta permanezca en el organismo por 

mucho tiempo, como fue encontrado de igual modo por Franco y cois36. (1999). Resulta 

interesante el hecho de que la aparición de infecciones con VPH de alto riesgo que han 

permanecido por tres años en el organismo huésped no han logrado causar lesiones en el 

epitelio cervical, lo cual posiblemente se deba a que se trata de infecciones con el mismo 

tipo de VPH pero con alguna variante diferente a la encontrada durante el 2002. Otra 
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posible explicación es que esto se deba a algún factor epidemiológico o genético protector 

que esta causando que el VPH no pueda causar ninguna lesión aún cuando este se encuentre 

presente por mucho tiempo15,8'18. Ambas hipótesis deberán corroborarse antes de afirmar 

alguna de ellas como consecuencia de lo observado en este estudio. 



CAPITULO VII 

CONCLUSIONES 

Las conclusiones a las que se llegan a través de los resultados obtenidos en este trabajo son 

las siguientes: 

© La infección con el VPH es transitoria en la mayoría de los casos y solo en una 

pequeña proporción ésta no se resuelve y llega a producir un cáncer cervico uterino. 

© Las lesiones que son producidas por VPH, son producidas por los tipos de alto 

riesgo oncogénico, pero además estas infecciones deben ser persistentes, ya que las 

transitorias no producen lesiones graves. 

© Las infecciones con algunos tipos de VPH de alto riesgo oncogénico son más 

susceptibles a ser eliminadas que las provocadas por los virus de bajo riesgo. 

© Los siguientes factores epidemiológicos de la población femenina son riesgo de 

infección persistente por VPH en la población del Monterrey y su área 

metropolitana: 

S Edad de inicio de vida sexual de la mujer 

S Edad del primer embarazo 

/ Infecciones con VPH de bajo riesgo 

S Infecciones con más de un tipo de VPH 

/ Consumo de suplementos vitamínico por desnutrición 

S Estado civil diferente al de casada 
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ANEXOS 



Anexo I: Carta de consentimiento informado. 
Departamento de Bioquímica de la Facultad de Medicina de la Universidad 

Autónoma de Nuevo León, Delegación Regional del Instituto Mexicano del Seguro 
Social en Nuevo León y Secretaria de Salud de Nuevo León. 

Consentimiento Informado Para Muestra de Papanicolau 
Proyecto de Investigación: Estudios Sobre el Riesgo de Progresión de Infecciones 

Cervico-Uterinas con el Virus del Papiloma Humano hacia Cáncer. 
Estimada Paciente, 
La infección del virus del papiloma humano es una infección común y silenciosa que afecta 
particularmente a las mujeres. Algunos tipos de este virus pueden causar cáncer de la 
matriz. 
En esta investigación, que se realizara en la facultad de Medicina de la Universidad 
Autónoma de Nuevo León, queremos conocer como ha progresado la infección del virus 
del papiloma humano en aquellas mujeres que presentaron esta infección en el año 2002, 
además de estudiar algunos de los posibles factores que pudieran ayudar a la persistencia de 
esta infección. Para esta investigación se necesitaran muestras de sangre y muestras del 
examen ginecológico que se utiliza para la detección oportuna del cáncer. Si usted desea 
contribuir voluntariamente en esta investigación, le vamos a pedir que: 

/ Conteste un cuestionario que no tendrá su nombre (anónimo). 
/ De su consentimiento para tomarle muestras de sangre y del papanicolau para 

nuestra investigación. 

Estoy enterada que: 

• Las muestras de sangre y papanicolau servirán para que los científicos 
conozcan que factores ayudan a la persistencia de la infección del virus del 
papiloma humano y que factores ayuden a eliminarla. 

• Si no quiero dar una muestra para este estudio, la atención medica que 
recibiré no se vera afectada de ninguna manera y recibiré el trato 
considerado que merezco. 

• Para garantizar mi privacidad, la muestra y el cuestionario para este estudio 
estarán marcados con un numero en lugar de mi nombre. Este numero serk 
usado para identificar el reporte de mi muestra y solo será conocido por mi 
medico y por el laboratorio estatal de citología, perteneciente a la SSNL o 
por el departamento de Patología del Hospital Regional de Especialidades 
No 23 del IMSS, según sea el caso, donde rutinariamente se analizan mis 
muestras papanicolau. 

El proyecto de esta investigación ha sido aprobado por los Comités de Investigación y 
Ética del Hospital Universitario y Facultad de Medicina de la UANL, de la Delegación 
Regional del IMSS en Nuevo León y de la SSNL. 

Firma o huella digital de la persona que da el consentimiento Fecha 
Nombre completo. 



Anexo ID: Cuestionario aplicado a las pacientes. 

Le agradecemos que haya decidido participar raí esta importante investigación acerca de la 
persistencia de la infección del virus del papiloma humano que se esta realizando en los 
servicios asistenciales de la Secretaria de Salud de Nuevo León y la Delegación Regional 
del Instituto Mexicano del Seguro Social en Nuevo León, en conjunto con la Facultad de 
Medicina de la Universidad Autónoma de Nuevo León. 

Por favor llene o circule la respuesta correcta. 

1. Originaria de N.L. Si. No. 

2. ¿Cuanto tiempo ha vivido en el estado de Nuevo León? años 

3. ¿Cuál es su fecha de nacimiento? / / Edad: años 
Día Mes Año 

4. Nivel de estudios: 
a) Primaria incompleta 
b) Primaria completa 
c) Secundaria-Nivel Técnico 
d) Preparatoria 
e) Licenciatura 
f) Otro (especifique): 

5. Estado civil: 
a) Soltera 
b) Casada 
c) Unión libre 
d) Viuda 
e) Divorciada 



6. ¿Con que tipo de servicio medico cuesta usted? 
a) IMSS 
b) ISSSTE 
c) Centros de salud y hospitales de la 
d) Seguro privado 
e) Otro (especifique) 

7. ¿Cuáles la fecha de su ultima menstruación? / / 
Día Mes Año 

8. Edad de la primera menstruación. años 

9. Edad de inicio de vida sexual. años 

10. ¿Esta actualmente embarazada? 

a) Si b)No c)No se 

11. ¿Cuántas veces ha estado embarazada anteriormente? 
(Si no ha estado embarazada pase a la pregunta 13) 

¿Cuántos partos? 
¿Cuántos abortos? 
¿Cuántas cesáreas? 
¿Cuantos hijos vivos? 

12. ¿Cuántos años tenia cuando tuvo su primer embarazo? años 

13. ¿Alguna vez le han hecho el examen de cáncer de matriz o Papanicolau? 

a) Si b) No (Pase a la pregunta 20) 



14. Aproximadamente, ¿Cuántos exámenes de cáncer de la matriz o Papanicolau le han 
hecho en los últimos 5 años? 

15. Fecha del ultimo Papanicolau? / 
Mes Año 

16. Institución que se lo practico (PAP) 
a) IMSS 
b) ISSSTE 
c) Centros de salud y hospitales de la Secretaria de Salud 
d) Seguro privado 
e) Otro (especifique) 

17. ¿Cuál fue el resultado de su examen de Papanicolau mas reciente? 
a) Normal 
b) Anormal (si recuerda el diagnostico exacto, por favor especifiquelo) 

c) No supe el resultado 

1$. Recibió tratamiento (Circule todas las que se apliquen) 
a) No recibí 
b) Criocirugía (quemar) 
c) Cauterización (congelar) 
d) Láser 

19. Si usted tuvo cáncer de matriz 
Marque el tratamiento que recibió (Marque una o varias) 
a) Biopsia 
b) Cirugía 
c) Radioterapia 
d) Quimioterapia 
e) Otra (especifique por favor) 
f) No sé 



¿Dónde recibió tratamiento para este cáncer? (especifique el nombre y la localización 
de la institución) 

Nombre: 
Dirección: 
¿Edad que tenía usted cuando le diagnosticaron el cáncer? / años 

20. ¿Toma usted algún suplemento vitamínico? 

Si. No. 
Especifique: 

21. ¿Sabe si en este suplemento esta incluida la vitamina B9 o acido fólico? 

Si. No. 

22. ¿Fuma? 

Si. No. 

a) 1 - 10/día 
b) 1 0 - 2 0 / d í a 
c) 20/día 

23. Numero de compañeros sexuales que ha tenido. 

24. Su(s) compañero(s) sexual (es) tiene circuncisión. 

25. ¿Usa algún método anticonceptivo? 

a) Si b) No (vaya a pregunta 25) 



26. ¿Cuál es el principal método anticonceptivo que usa? 
a) Inyecciones para el control de natalidad 
b) Dispositivo intrauterino (DIU) 
c) Pildoras/anticonceptivos orales 
d) Condones 
e) Espermicidas o espuma 
f) Diafragma 
g) Vasectomía en su pareja 
h) Método del ritmo 
i) Ligaduras de trompas (salpingoclasia) 
j) Otros (especifique) 

27. Tiene usted: 

S Diabetes (Edad en que se la diagnosticaron) años. 

y Ha tenido flujo vaginal o desecho vaginal. Si. No. 

S Enfermedades venéreas. Si. No. 
(Especifique) 

POR FAVOR, REVISE QUE NO HAYA QUEDADO NINGUNA PREGUNTA 
SIN CONTESTAR 

¡¡¡MUCHAS GRACIAS POR PARTICIPAR EN NUESTRA 
INVESTIGACION!!! 






