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4.3 Reactivos, materiales y equipos.

Las muestras biclégicas 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 hacia ambos lados para raspar y colectar el
mayor numero de células posibles, las cuales fueron preservadas a 4°C. Ademés se tomé
muestras de 10 ml de sangre periférica, las cuales fueron colocadas en un tubo que contenia
un gel activador de la coagulacién para separar mejor el suero del coagulo 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 Bioquimica para su procesamiento.

4.3.1 Reactivos utilizados.

Nombre Fuente
Precervcyt o Cytec Corporation, MA, EUA
sDs Sigma Chemical Company, MO, EUA
Proteinasa K Promega, Madison, W1, EUA
Cloroformo Merck de México
Fenol - Sigma Chemical Company, MO, EUA
Etanol Merck de México
in_risTEf)TTA Sigma Chemical Company, MO, EUA
E Acetato de amonio Sigma Chemical Company, MO, EUA
L
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Isopropanol Merck de México
Agarosa Sigma Chemical Company, MO, EUA
" Acido acético Merck de México
Acido clorhidrico Merck de México
Kit Amplicor VPH Roche Inc.
i
4.3.2 Material utilizado,
[ Nombre Fuente
Tubos eppendorf [0.2, 0.5, 1.5y 2.0 ml] | Cell Associates, TX, EUA
Puntillas Cell Associates, TX, EUA
Tubos Falcon [15 y 50 ml] Cell Associates, TX, EUA

Becton Dickinson and company, NJ, EUA

Cepilloéhvagiha'léﬂs“

DM S.A. de C.V., México, DF

| Guantes de latex Cell Associates, TX, EUA
4.3.3 Equipo.
Nombre Fuente

Micro-centrifuga mod. 5412

Eppendorf, Hamburgo, Alemania

Centrifuga TJ6

Beckman, Dubuque, lowa, EUA

Balanza Granataria mod. 1206

Saetorius MP, Alemania

" Thermomixer mod. 5436

Eppendor, Hamburgo, Alemania

L Termociclador PTC-100

MJ Research, N] EUA
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Céamara de electroforesis Fotodune, Hartland, W1, EUA.

Bafio de temperatura Lab-line Instruments Inc. IL, EUA
;_Fuente de poder Mod. 250 Gibco-BRL, MD, EUA

Fotodocumentador Gel Doc 1000, CA, EUA

Vortex Mod. 37600 Thermolyne, lowa, EUA

4.4 Métodos

4.4.1 Localizacion de las pacientes y toma de muestra (2005)

Se utiliz6 el banco de datos formado durante la investigacién llevada a cabo en el verano
del 2002 para identificar a las pacientes con resultado positivo a la infecciéon con el VPH.
Este banco contiene los nombres y c6digos utilizados ese mismo afio. Estos tltimos, fueron
entregados a la Secretarfa de Salud de Nuevo Ledn para que los convirtieran en direcciones
y teléfonos de las pacientes. Asi fueron localizadas las pacientes y referidas ¢l Centro

Universitario Contra el Cancer.

4.4.2 Extraccién de ADN a partir de cepillado vaginal

Se agité la muestra en vortex por 1 minuto. Posteriormente se tomé 1 ml y se colocé en un
tubo de 2 ml para centrifugarla por 10 min a 14,000 rpm. Se vaci6 el sobrenadante y se
observo que la pastilla se encontraba en el fondo del tubo. Se agregé 1 ml de TE 9X, 60 ul
de proteinasa K (10 mg/pl) y 40 ul de SDS al 10%, y se incub6 a 56°C por 2 horas con
agitacion fuerte en el thermomixer (1000 rpm). Posteriormente la muestra se incub6 a 95°C

por 15 min en el thermomixer (1000 rpm). Se le agregd 500 pl de fenol y 500 ul de

235



Material y métodos
e —
“Seguimiento a tres aflos de mujeres asintomaticas portadoras del virus del papiloma humano”

cloroformo y se agitd en vortex por 5 min, hasta que se observ una emulsién. Se
centrifugd por 10 min a 14, 000 rpm, y la fase acuosa se coloco en otro tubo de 1.5 ml. Se
repetia la extraccion fenol-cloroformo solo si se considera necesario, La fase acuosa se
colocd en un tubo falcon de 15 ml y se agregd 353 pl de acetato de amonio 8M y 2.5
volimenes de etanol al 100%. Esto se incubé para precipitar el ADN a -70°C por 1 hora.
En un tubo de 1.5 ml se centrifugd la muestra de 1.5 en 1.5 ml hasta centrifugar el volumen
de la muestra en su totalidad (8 min a 14,000 rpm). Después se lavé la pastilla con 1 ml de
etanol al 70% y esto se centrifugd por 8 min a 14,000 rpm (se decantd). Se dejé secar la
pastilla a temperatura ambiente (de 1 a 2 horas) y se resuspendi6 en 100-200 ul de TE 1X,

posteriormente se almacend ¢l ADN a -70°C.,

4.4.3 Andlisis electroforético del ADN,
Una vez que se extrajo el ADN, este se colocé en un gel de agarosa al 0.8% para observa su

calidad, se tifié con bromuro de etido y se observé en el Fotodocumentador.

4.4.4 Amplificacion de la region L1 del VPH

La mezcla de reaccion de 60 pul contenia cerca de S00ng de ADN, 200mM de cada dNTP,
0.9 unidades de Taq. Gold y 100pmoles de cada par de primers. Un par de primers '
amplificaba la regién L1 del genoma del VPH y el segundo par de primers amplificaba el
gen de la f-globina del genoma de las pacientes y que era usado como un control de calidad
de la extraccion del ADN. La mezcla fue sujeta a 40 ciclos de amplificacién usando un
PTC-100 thermal cycler (MJ research). Cada ciclo inclufa 30 segundos a 94°C
(Desnaturalizacién), 30 segundos a 55°C (Alineamiento) y 30 segundos a 72°C

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

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

4.4.5 Hibridacion con sondas especificas para deteccion y tipificacion de VPH

A 50 pL de producto amplificado se le afiadié 50 pL de solucién desnaturalizante y se
incubo durante 10 min. Las soluciones de hibridacién 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
hibridacion. A cada tira se le afiadid6 3ml de la solucién de hibridacién caliente y
posteriormente se agrego 100ul. de la mezcla de producto amplificado-solucién
desnaturalizante para incubar todo a 53°C por 30min en bafio de agua. Se elimino la
solucién de hibridacién por aspiracién con un sistema de vacio. Se agregaron 3 ml de la
solucién de lavado (a temperatura ambiente) ¢ inmediatamente s¢ eliminaron mediante
aspiracion. Después se afiadieron 3ml de solucién de lavado caliente y se incubo en bafio de
agua a 53°C durante 15min. Mientras transcurria este tiempo se preparaba la solucion de
conjugado (SA-HRP). Transcurrido el tiempo se elimino la solucién de lavado mediante
aspiracion y se agregaron 3ml del conjugado, para incubar a temperatura ambiente durante
30 min con agitacién constante (70rpm). S¢ preparaban la solucién de citratos. Después se
realizo 1 lavado rapido y posteriormente se agregaron 3ml de solucién de lavado, esto se
puso en agitacién a temperatura ambiente durante 10min. Posteriormente se aspiro y
agregaron 3ml de solucién de lavado, de nuevo esto en agitacion a temperatura ambiente
durante 10min. Se afiadieron 3ml de la solucién de citratos y se dejo en reposo (minimo 5
min), mientras se preparaba la solucién de color (sustrato A + sustrato B) protegiendo los

vasos de precipitado de la luz con papel aluminio. Se ¢limino la solucién de citratos por
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aspiracién y se agregaron 3ml de la solucién de color (sustrato A + sustrato B), para
posteriormente ser incubados con agitacién a temperatura ambiente durante Smin.
Aproximadamente. Finalmente se lavo con agua destilada, se elimino el exceso y se dejo

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

adquirié con el Kit.

4.4.6 Andlisis Estadistico

El anilisis estadistico fue realizado usando el paquete computacional SPSS® (version 13
para Windows). Para encontrar alguna relacion tanto entre las variables nominales como
ordinales y la persistencia de la infeccién con el VPH se elaboraron tablas de contingencia
y se analizaron usando la Prueba de ChiZ. Para las variables numéricas se realizo la prueba t

de student para diferencias entre medias,
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CAPITULOV

RESULTADOS

5.1 Localizacién de las pacientes y toma de muestra.

Con la ayuda de la Secretaria de Salud de Nuevo Leén (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
afios = 10, con una menarquia a los 12 afios 1,7, un inicio de vida sexual a los 18 afios 3
y una edad de 20 afios +4 durante su primer embarazo. La mayoria de las mujeres
reclutadas durante la investigacién estaban casadas (65.89%) y referian un nivel de estudio
basico (87.61%). Ademas, la mayoria de ellas habia estado embarazadas entre 3 y 4 veces
(43.41%) y referian haber tenido entre 1 y 2 parejas sexuales (78.29%). Por otra parte, un
porcentaje pequefio de este grupo referia tabaquismo (20.93%). En igual proporcion se
refirieron al uso de suplementos vitaminicos. La distribucién de estas caracteristicas asi

como factores epidemioldgicos, se encuentran descritos detalladamente en la figura 5.1.
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Figuras 5.1 Factores de riesgo. Descripcion de las caracterfsticas epidemiolégicas del grupo de estudio.
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5.2 Extraccién de ADN a partir de cepillado vaginal.

Una vez que se obtuvieron las 129 muestras de cepillado vaginal, se llevé a cabo la
extraccion de ADN utilizando la técnica de proteinasa K. Para visualizar su calidad, una
alicuota del ADN extraido se colocé en un gel de agarosa al 0.8%. En ¢l carril 1 se colocéd
el marcador de peso molecular A + Hind IIl, ¢l cual presenta una banda de 23,130 pb que
migra en forma similar al ADN genémico no degradado, por lo que cualquier sefial por

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

A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

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

5.3 Amplificacién de la regién L1 del VPH.
El ADN extraido de las muestras se utilizé para correr una PCR con la finalidad de

amplificar la regién L1 del VPH, rastreando su presencia. Para la PCR se utilizaron los
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primers (biotinilados) PGMY09 y PGMY11 del kit Amplicor de Roche, segin las
concentraciones y condiciones de la PCR que se muestran en las tablas 5.1 y 3.2
respectivamente,

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

Reactivo Ci Cf Yol
Buffer 10X 1X 6.0 ul
MgCl; 25 mM 4 mM 9.6 pl
dNTPs 10 mM 0.4 mM 1.2 pl
PGMY09 50 uM 1 pM 1.2 pl
PGMY11 50 uM 1 yM 1.2l
BPCO4 50 pM 0.025 uM 0.03 pl
BGH20 50 uyM 0.025 uM 0.03 pl
Taq Gold 5U/pl 0.075 U/ul 0.9 pul
H0 34.84 pi
DNA 5u
Total 60 pl

Ci: Concentracidn inicial; Cf: Concentracién final; Vol.: Volumen

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

Etapa Temperatura Tiempo

‘Desnaturalizacién gse T 12min
‘Desnaturalizacion 9 " 773¢s 7
“Apareamiento 5 T imn
“Extension 77> T
‘Repetir 40 veces T
“Extensién final 7 T  Smim
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Una vez que se llev6 a cabo la PCR, el producto amplificado se resolvid por electroforesis
en un gel de agarosa al 2% para visualizar una banda de cerca de 450pb, correspondiente al
tamafio esperado de la regidn de L1 que amplificaban los primers PGMY(09/11, lo que
indicaria la presencia del VPH en la muestra colectada; asi como una banda de 250 pb que
correspondia al gen de la - globina humana, lo que indicaria una buena extraccién de ADN
y que la reaccion de PCR se habia llevado a cabo eficientemente. La figura 5.3 muestra
uno de dichos geles, el carril 1 muestra el marcador A + Pst I, utilizado como guia para
localizar las bandas de 450 y 250 pb de los genes L1 y de la B- 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.

At
Ps¢ef 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 5.3 Resultado de la amplificacién de la regién L1 del VPH. La figura exhibe 10 muestras de
diferentes pacientes sometidas a la amplificacién del gen L1, la muestra del carril numero 5 es positiva la
presencia del VPH en la muestra colectada.
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5.4 Hibridacién con sondas especificas para deteccién y tipificacién 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 infecciéon con VPH
dieron positivo a la hibridacion y ésta revel6 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 (B- globina) en todas ellas y del VPH.
Para la tipificacion se utiliza un molde que indica el tipo de VPH al que corresponde la

altura de la banda encontrada.
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Figura 5.4 Deteccién y tipificacién del VPH. La figura muestra diferentes tiras sobre las que se revela la
presencia y tipificacién del VPH detectado por PCR
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5.5 Andlisis de resultados.

3.5.1 Incidencia de infeccion por VPH en la poblacion de estudio.

En esta segunda deteccion (2005) se encontré que el 21% (n= 27) de las mujeres estudiadas
presentaba una infeccién con el VPH, mientras que el 79% (n= 102) restante la habian

eliminado.

5.5.2 Tipificacién y prevalencia con relacion a los hallazgos del 2002,

Al llevar a cabo la tipificacién, se encontrd que la prevalencia en esta segunda etapa (2005)
era diferente a la encontrada tres afios atr4s. Mieniras que entonces el virus tipo 83 (bajo
riesgo oncogénico) se encontrd en el 7° lugar de prevalencia, en este segundo tamizaje séle
encontrd en el 1° 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 habia sido el mds prevalente en el 2002, se encontré en el 11° lugar en esta
segunda tipificacion, lo que indica que la infeccion con este tipo de virus fue eliminada por
la mayoria de las mujeres (n= 28). Interesantemente, todas la infecciones con el VPH tipo
52 (2% lugar de prevalencia en el 2002) fueron eliminadas, no encontrandose 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 posici6n en las prevalencias de los tamizajes realizados en estas dos etapas de
la investigacion.

5.5.3 Persistencia, reinfeccion y eliminacion del VPH.

Del 100% (n=129) de las pacientes tipificadas en el 2005, sélo en el 21% (n= 27) se detecto
la presencia del VPH. Al analizar el tipo de VPH presente en esta segunda deteccién con
respecto al resultado de la primera, se encontrd que el 52% (n= 14) de estas infecciones
eran ocasionadas por ¢l mismo tipo de VPH presente tres afios atrds, lo que indic6é una
infeccién persistente, mientras que el 48% (n= 13) de las mujeres infectadas tenian

infecciones con un tipo de VPH diferente al encontrado en el verano del 2002. Esto implica
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que las mujeres habian eliminado la infeccién presenie en ese afio, pero habian adquirido
una infeccidn con otro tipo de VPH durante este periodo de
tres afios. Cabe mencionar que el presente trabajo se enfocé 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, asi como el mimero de casos correspondientes.

Tabla 5.3. Porcentaje de persistencia viral.

Porcentaje de

Riesgo VPH  Casosen el 2002  Casos en el 2005 gersistencia
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%
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La tabla revela el nimero de pacientes que permanecieron con el mismo tipo de VPH a
través de tres afios (2002-2005), y el porcentaje correspondiente. De los tres casos con VPH
tipo 81 en el 2002, solo una paciente logrd eliminar esta infeccién y los otros dos casos
permanecieron con la infeccion, lo que denota la dificultad de este virus para ser
eliminado. Ademés, se encontr6 que de los tipos 81, 61, 33, 83 y 18 los casos presentes en
el 2002 (100%, n= 31), sélo unos cuantos eliminaron la infeccion (58%, n= 18), hecho que
se comprobd en la segunda tipificacién 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 eliminacién viral, se
realizé el analisis estadistico para determinar alguna influencia de los factores ambientales
que pudieran significar un aumento al riesgo de persistencia o eliminacién de la infeccion

con ¢l VPH, el cual arroj6 los resultados plasmados en la tabla 5.4
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Tabla 5.4 Predictores de la persistencia de la infeccién con el VPH

Variable (n:116) P
Edad al inicio de vida sexual <0.001%
Edad ler Embarazo (afios) 0.002t
Estado civil (casada) <0.001%
VPH de alto riesgo 0.035*
Infeccion multiple 0.023*
Suplementos vitaminicos - - 0.020*
Edad (afios) ‘ NS
Menarquia (afios) ‘ NS
No. Embarazos - " NS
“No. compafieros sexuales NS
Nivel de estudios (bésico) ] NS
Tabaco NS
Otras enfermedades NS
Met. Anticonceptivo de barrera NS
Circuncisién en la pareja NS

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

Factores como la edad de la primera relacién sexual, la edad del primer embarazo, la
presencia de multiples VPHs, la presencia de VPHs de bajo riesgo, el consumo de
suplementos vitaminicos, asi como un estade civil diferente al de casada, estin presentes

principalmente en el grupo de mujeres que no han podido eliminar la infeccion con ¢l VPH.
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En esta investigacién se encontrd que los factores medicambientales 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 estadistica con respecto
a la persistencia de la infeccién con el VPH (p < 0.01 y un IC del 99%) estas tres
caracteristicas se han utilizado indicadores de la promiscuidad en la mujer. También se
encontrd una significancia entre la presencia de infecciones con VPH de bajo riesgo, la
presencia de infecciones multiples y el consumo de suplementos alimenticios con las
infecciones persistentes (p < 0.05 y un IC del 95%).

En ¢l presente trabajé no se encontré una relacién significativa entre €] consumo de] tabaco
y la persistencia de la infeccién con el VPH, asi como tampoco se observé un efecto de la
edad de las pacientes, el nimero de compafieros sexuales, el mimero de embarazos, el uso

de un método anticonceptivo de barrera, etc., en la persistencia de la infeccién.
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3.5.5 Desarrollo de lesiones por infeccion con VPH.

Una vez que se tipifico el VPH en la poblacion analizada, ésta se agrup6 en mujeres que
eliminaron la infeccién (87.9%, n=102) y con infeccién persistente (12.1%, n= 14)
después de tres afios.

Del grupo de mujeres con eliminacién de la infeccién, un porcentaje pequefio desarrollé
lesiones (7.8%, n= 8). Las lesiones presentes en este grupo en general fueron de bajo

grado, mientras que la mayoria (93.1%, n= 94) no desarrollé ninguna lesién intraepitelial

(Figura 5.6).

100

80~ uturene

m-
92 16%H

40- o | 4

m_.

0= |

Sin lesion D. Moderada

Figura 5.6Grupo de mujeres que eliminaron la infeccién.

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

eliminé la infeccién sin tratamiento alguno: el 6.8% (n= 7) de este grupo desarroll6 una
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displasia leve, el 1.0% (n= 1) una displasia moderada, mientras que el 93.1% (n= 94) no

desarrollé lesion epitelial.

Por otro lado, en el grupo de mujeres que no logrd eliminar la infeccion después de tres
afios (12.1%, n= 14), se presentaron mayor numero de lesiones epiteliales: el 42.9% (n=6)
de ellas presentaron lesiones y todas estas venian acompaiiadas con una infeccion por un
tipo de VPH de alto riesgo oncogénico, mientras que el 57.1% (n= 8) no desarroll6 ningin
tipo de lesién, ya que el 62.5% (n=5) presentaba una infeccién 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 infeccién por mas de tres afios (Figura 5.7).
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Figura 5.7 Grupo de mujeres con infeccién persistente.
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De las pacientes con lesiones, el 21% (n= 3) presentaron carcinoma in situ, lo que resulta
verdaderamente importante, ya que en ¢l 2002 estas mismas pacientes no presentaban
ninguna alteracién citoldgica, lo que exhibe una evolucién de la infeccidén hacia céncer

(Tabla 5.7).

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

# Pacientes
Tipo de YPH Tipo de lesién
2 16 _Carcinoma in situ __
l 16, 18, 31, 33, 59, Carcinoma in situ
1 — 18, 61, 81 _D. Grave
1 39 D. Leve
1 45 D. Leve
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CAPITULO VI

DISCUSION

El CaCU se encuentra entre las primeras causas de muerte por cdncer en mujeres de paises
vias 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%'®. El VPH fue asociado como la principal causa para el desarrollo de CaCU a
principios de los 80s>. Por lo que esta investigacion se llevé a cabo con el fin de establecer
cuéles son los factores epidemiolégicos que pudieran aumentar el riesgo de infeccién por
VPH y persistencia de la misma, la generacién de lesiones intraepiteliales cervicales y

posteriormente CaCU, particularmente en la poblacién 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 poblacién femenina del 4rea metropolitana de Monterrey se
encontraba infectada con el VPH durante €l verano del 2002. Es conocido que el porcentaje
de prevalencia de infeccién por VPH se conserva a través de los afios en una poblacion,
puesto que se ha encontrado que hay un promedio de incidencia mensual de esta infeccién
tal y como lo observo Giuliano y cols.® (2002). A esto se debe que en la tipificacién del
2005 se encontrd también un 20% de prevalencia del VPH, estos datos muestran similitud a
la prevalencia encontrada por Lazcano-Ponce y cols.”! (2001) en el estado de Morelos en
donde el 14.5% de la poblacién femenina sin lesiones epiteliales presenté una infeccion con

el VPH. Este mismo autor reporté que los tipos 16, 53, 31, 18 fueron los mas prevalentes
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en su estudio. Por otra parte, Gonzales-Losa y cols.* (2004) encontraron que los tipos 58,
16, 18, 33 y 31 se encontraban entre los primeros lugares de prevalencia en la poblacién
femenina de Yucatidn. En esta investigacion se encontré que los tipos 83, 18, 61, 16, 81
fueron los més frecuentes en esta poblacion, 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.

Estudios realizados en Holanda por Nobbemhuis y cols.?* (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 cols.>* (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 ¢l 87.9% de los casos de las infecciones con ¢l VPH fueron eliminadas de
manera natural por el sistema inmune de la paciente. Estas cifras son muy parecidas a las
reportadas por Evander y cols.** (1995) donde se hablé de un 90 a 95% de eliminacion,
aunque no fueran sometidas a tratamiento, ya que aiin no se ha establecido uno adecuado
para la infeccién por VPH?, Las diferencias encontradas en los porcentajes de eliminacién
entre los diferentes estudios llevados a cabo a nivel mundial han sido atribuidas
principalmente a los diferentes métodos de deteccién utilizadas®, ya que diferentes
métodos para la deteccién del VPH se han utilizado en los estudios realizados, otro factor
para estas diferencias es la poblacion estudiada, ya que las caracteristicas étnicas, asi como

los factores ambientales influyen en la facilidad de eliminacién de esta infeccién.
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No se han encontrado reportes sobre la dificultad para eliminar algunos tipos de VPH con
respecto a otros tipos. En este trabajo se encontrd que algunos VPH son mis dificiles de
eliminar que otros, ya que al comparar los resultados de prevalencia obtenidos durante el
2002 contra los del 2005, se observé que la mayoria de casos del 2002 para ciertos tipos de
VPH aun permanecian en el 2005, mientras que en otros tipos la mayoria de los casos eran
eliminados. En el caso del VPH tipo 81 se encontrd que de los 3 casos encontrados en el
2002, s6lo una paciente logré eliminar la infeccion con este tipo y las otras dos pacientes
permanecieron con la infeccién por tres afios (66%). Caso contrario ocurrié con el VPH
tipo 59 presente en los casos del 2002 (n=29). El 3% (n= 1) de estos permanecié con la
infeccién y el 97% (n= 28) restante la elimind por lo que estos datos dan un indicio de que
algunos tipo de VPH son mas faciles de eliminar que otros. Sin embargo, no se puede
concluir firmemente ya que mas andlisis con mayor numero de muestras seria

recomendable para poder equiparar estos resultados.

Ho y cols.? (1998) encontraron que la edad de las mujeres es un factor para la persistencia
de la infecci6n, ya que mujeres mayores de 45 afios tienen mayor dificultad para eliminar la
infeccién por el VPH en comparaciéon con mujeres jévenes, dado que la respuesta inmune
difiere entre ambos grupos. Ademds, encontraron que la presencia de miltiples infecciones
con el VPH aumenta la dificultad de eliminarlas. En el presente trabajo se encontré que
factores como la edad de inicio de vida sexual, la edad del primer embarazo, la aparicion de
infecciones multiples asi como el consumo de vitaminicos y el presentar un estado civil

diferente al de casado representan un riesgo para la eliminacién de la infeccién, es decir que
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estas variables tiene una influencia positiva sobre la presencia de la infeccion con el VPH y
su persistencia por mayor tiempo, lo que a futuro ocasiona la aparicion de lesiones
intraepiteliales cervicales. Contrario a lo encontrado por Ho y cols. (1998) en el presente
estudio se observé que la presencia de VPH de bajo riesgo aumenta la probabilidad
persistencia de la infeccién. En el mismo contexto este autor observé un efecto protector
del tabaquismo en la persistencia de la infeccién. Contrario es esto ultimo, los datos de esta
investigacién no arrojaron relacién alguna entre ¢l tabaquismo y la persistencia del VPH

estadisticamente significativa.

Bulkmans y cols.2! (2005) a través de un estudio de seguimiento a través de tres afios de
3170 mujeres, mostraron que la aparicidn de lesiones es debida a las infecciones
persistentes con VPH de alto riesgo. Por otra parte, en nuestra investigacién previa se
encontré que las mujeres con infeccién persistente presentan mayor namero de casos con
lesiones (42.9 %), en comparacién con el grupo que elimina la infeccién (6.9%). Las
lesiones que aparecieron en este grupo eran debidas a uno o més VPH de alto riesgo
oncogeénico, mientras que los casos que no desarrollaron lesiones en su mayoria eran
infecciones persistentes con VPH de bajo riesgo, lo que explica la ausencia de lesiones ain
cuando la infeccién no ha sido eliminada y que esta permanezca en el organismo por
mucho tiempo, como fue encontrado de igual modo por Franco y cols*®. (1999). Resulta
interesante el hecho de que la aparicién de infecciones con VPH de alto riesgo que han
permanecido por tres afios 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 ¢l mismo

tipo de VPH pero con alguna variante diferente a la encontrada durante el 2002. Otra
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posible explicacion es que esto se deba a algin factor epidemioldgico o genético protector
que esta causando que el VPH no pueda causar ninguna lesién ain cuando este se encuentre

presente por mucho tiempo™> ® 1. Ambas hipotesis deberan corroborarse antes de afirmar

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

CONCLUSIONES

Las conclusiones a las que se llegan a través de los resultados obtenidos en este trabajo son
las siguientes:
© La infecciéon con el VPH es transitoria en la mayoria de los casos y solo en una
pequeiia proporcion €sta no se resuelve y llega a producir un cincer cervico uterino.
© Las lesiones que son producidas por VPH, son producidas por los tipos de alto
riesgo oncogénico, pero ademas 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 mas
susceptibles a ser eliminadas que las provocadas por los virus de bajo riesgo.
© Los siguientes factores epidemioldgicos de la poblacién femenina son riesgo de
infeccién persistente por VPH en la poblacién del Monterrey y su 4rea
metropolitana:

v" Edad de inicio de vida sexual de la mujer

Edad del primer embarazo

Infecciones con VPH de bajo riesgo

Infecciones con mas de un tipo de VPH

Consumo de suplementos vitaminico por desnutricién
Estado civil diferente al de casada

AN R N N
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Anexo I: Carta de consentimiento informado.
Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la Universidad
Autonoma de Nuevo Leon, Delegacion Regional del Instituto Mexicano del Seguro
Social en Nuevo Leén y Secretaria de Salud de Nuevo Ledn.

Consentimiento Informado Para Muestra de Papanicolau .
Proyecto de Investigacion: Estudios Sobre el Riesgo de Progresién de Infecciones
Cervico-Uterinas con el Virus del Papiloma Humano hacia Cancer.

Estimada Paciente,
La infecci6n del virus del papiloma humano es una infeccion comiin y silenciosa que afecta
particularmente a las mujeres. Algunos tipos de este virus pueden causar cancer de la
matriz.
En esta investigacion, que se realizara en la facultad de Medicina de la Universidad
Auténoma de Nuevo Leén, queremos conocer como ha progresado la infeccion del virus
del papiloma humano en aquellas mujeres que presentaron esta infeccién en el afio 2002,
ademas de estudiar algunos de los posibles factores que pudieran ayudar a la persistencia de
esta infeccion. Para esta investigacion se necesitaran muestras de sangre y muestras del
examen ginecolégico que se utiliza para la deteccion oportuna del cancer. Si usted desea
contribuir voluntariamente en esta investigacion, le vamos a pedir que:

v Conteste un cuestionario que no tendr4 su nombre (anénimo).
v' De su consentimiento para tomarle muestras de sangre y del papanicolau para
nuestra investigacion.

Estoy enterada que:

% Las muestras de sangre y papanicolau serviran para que los cientificos
conozcan que factores ayudan a la persistencia de la infeccién del virus del
papiloma humano y que factores ayuden a eliminarla.

% Si no quiero dar una muestra para este estudio, la atencién medica que
recibiré no se vera afectada de ninguna manera y recibiré €] trato
considerado que merezco.

«» Para garantizar mi privacidad, la muestra y el cuestionario para este estudio
estaran marcados con un numero en lugar de mi nombre, Este numero serd
usado para identificar el reporte de mi muestra y solo serd conocido por mi
medico y por el laboratorio estatal de citologia, perteneciente a la SSNL o
por el departamento de Patologia del Hospital Regional de Especialidades
No 23 del IMSS, seglin sea el caso, donde rutinatiamente s¢ analizan mis
muestras papanicolau.

El proyecto de esta investigacién ha sido aprobado por los Comités de Investigacién y
Etica del Hospital Universitario y Facultad de Medicina de la UANL, de la Delegacion
Regional del IMSS en Nuevo Leon y de la SSNL.

Firma o huella digital de la persona que da el consentimiento Fecha
Nombre completo.
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Anexo III: Cuestionario aplicado a las pacientes.

Le agradecemos que haya decidido participar en esta importante investigacién acerca de la
persistencia de la infeccién del virus del papiloma humano que se esta realizando en los
servicios asistenciales de la Secretaria de Salud de Nuevo Ledn y la Delegacion Regional
del Institato Mexicano del Seguro Social en Nuevo Ledn, en conjunto con la Facultad de
Medicina de la Universidad Auténoma de Nueve Ledn.

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 Leén? afios

3. {Cudl es su fecha de nacimiento? / / Edad: afos
Dia Mes Aifio

4. Nivel de estudios:
a) Primaria incompleta

b) Primaria completa

¢) Secundaria- Nivel Técnico
d) Preparatoria

e) Licenciatura

f) Otro (especifique):

5. Estado civil:
a) Soltera
b) Casada
¢) Uni6n libre
d) Viuda
¢) Divorciada
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6. ;Con que tipo de servicio medico cuesta usted?

a) IMSS

b) ISSSTE

¢) Centros de salud y hospitales de la Seciv... ot
d) Seguro privado

e) Otro (especifique)

7. (Cuales la fecha de su ultima menstruacion? / /

' Dia Mes Ao
8. Edad de la primera menstruacion. afios
©. Edad de inicio de vida sexual. afios

10. ;Esta actualmente embarazada?

a) Si b)No c)No se

11. ;Cuéntas veces ha estado embarazada anteriormente?
(Si no ha estado embarazada pase a la pregunta 13)
{Cuantos partos?
;Cuantos abortos?
(Cuéntas cesareas?
¢ Cuantos hijos vivos?

12. ;Cuéntos afios tenia cuando tuvo su primer embarazo? afios

13. ;Alguna vez le han hecho el examen de cancer de matriz o Papanicolau?

a) Si b) No (Pase a la pregunta 20)
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14. Aproximadamente, ;Cuantos examenes de cancer de la matriz o Papanicolau le han
hecho en los ultimos 5 afios?

15. Fecha del ultimo Papanicolau? /
Mes Afio

16. Institucioén que se lo practico (PAP)

a) IMSS

b) ISSSTE

c) Centros de salud y hospitales de la Secretaria de Salud
d) Seguro privado

¢) Otro (especifique)

17. 4 Cual fue el resultado de su examen de Papanicolau mas reciente?
a) Normal

b) Anormal (si recuerda ¢l diagnostico exacto, por favor especifiquelo)

¢) No supe el resultado

18. Recibi¢ tratamiento (Circule todas las que se apliquen)
a) No recibi

b) Criocirugia (quemar)

c) Cauterizacién (congelar)

d) Laser

19. Si usted tuvo cincer de matriz

Marque el tratamiento que recibié (Marque una o varias)
a) Biopsia

b) Cirugia

¢) Radioterapia

d) Quimioterapia

e) Otra (especifique por favor)

f) Nosé
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¢Dénde recibié tratamiento para este cancer? (especifique el nombre y la localizaciéon
de la institucion)

Nombre:
Direccion:
Edad que tenia usted cuando le diagnosticaron el cincer? / afios

20. ;Toma usted algiun suplemento vitaminico?

Si. No.
Especifique:

21. ;Sabe si en este suplemento esta incluida la vitamina B9 o acido folico?

Si. No.
22. ;Fuma?

Si. No.
a)l-10/dia
b) 10-20/dia
c) 20/dia

23. Numero de compaiieros sexuales que ha tenido,

24. Su(s) compaiiero(s) sexual(es) tiene circuncision.

25. ;Usa algin método anticonceptivo?

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

59



26. ;Cuél es el principal método anticonceptivo que usa?
a) Inyecciones para el control de natalidad

b) Dispositivo intrauterino (DIU)

¢) Pildoras/anticonceptivos orales

d) Condones

e) Espermicidas o espuma

f) Diafragma

g) Vasectomia en su pareja

h) Método del ritmo

i) Ligaduras de trompas (salpingoclasia)

j) Otros (especifique)

27. Tiene usted:

v' Diabetes (Edad en que se la diagnosticaron) afios.

¥' Ha tenido flujo vaginal o desecho vaginal.  Si. No.

v Enfermedades venéreas, Si. No.
(Especifique)

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

iiiMUCHAS GRACIAS POR PARTICIPAR EN NUESTRA
INVESTIGACION!!!









