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Resumen

ANTECEDENTES. Los genotipos del virus del papiloma humano (VPH) 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y
66 han sido implicados en el desarrollo del cancer cervicouterino (CaCu). México y Centroamérica tienen una de
las tasas de incidencia de CaCu més altas en el mundo, y Chiapas tiene una elevada tasa de mortalidad por esta
enfermedad. El objetivo del estudio fue determinar la frecuencia de los genotipos del VPH en poblaciéon general
femenina residente en la frontera del estado de Chiapas con la Republica de Guatemala.

MATERIAL Y METODOS. Se realizd un estudio prospectivo, descriptivo y transversal en poblacién femenina que
acudié a la realizacién del estudio de Papanicolau en el municipio de Frontera Comalapa, Chiapas. Se identifico
el ADN del VPH mediante la técnica de PCR, usando iniciadores consenso. Las muestras positivas para el VPH
fueron genotipificadas, empleando un estuche comercial que amplifica simultaneamente hasta 8 genotipos virales.
Ademas, se obtuvieron variables socioeconémicas y demograficas.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES. Se analizaron 225 muestras de las cuales: el 2.22% (n=>5) estuvieron infectadas
con el VPH; 3 de ellas fueron genotipificadas, identificAndose los genotipos 11, 18 y 33. El 66% de la poblacién
estudiada no tenfa la educacion basica concluida. Se obtuvo la frecuencia de los genotipos de VPH y se analizaron
variables socio-demograficas de la poblacion estudiada.
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Abstract

BACKGROUND. The genotypes of Human Papillomavirus (HPV) 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 and 66
have been implicated in the development of cervical cancer (CC). Mexico and Central America have one of the
highest incidences of cervical cancer in the world, and Chiapas has the highest mortality rate in Mexico. The aim of
this study was to determine the frequency of HPV genotypes in women living at the border state of Chiapas with
the Republic of Guatemala.

MATERIAL AND METHODS. We performed a prospective, descriptive and cross sectional study in female population
who attended the Pap study, in the municipality of Frontera Comalapa, Chiapas. Socio-economic variables were
obtained. HPV DNA was identified by PCR. HPV-positive samples were genotyped, using a commercial kit that
simultaneously amplifies up to 8 viral genotypes.

RESULTS AND CONCLUSIONS. 225 samples were examined, 5/225 (2.22%) were positive for HPV, 3 of these were
genotyped identifying genotypes 11, 18, and 33. 66% of the study population had not completed basic education.

We obtained the frequency of HPV genotypes and analyzed socio-demographic variables of the study population.
Keywords: Human Papillomavirus, frequency, border line.
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Introduccion

Las infecciones por el virus del papiloma humano (VPH) se
encuentran distribuidas en todas las poblaciones alrededor
del mundo. No tienen incidencia estacional, es una de las
infecciones mas frecuentes de las trasmitidas sexualmente,
y los genotipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59
y 66 han sido implicados en el desarrollo del cadncer cervi-
couterino (CaCu)."?Alrededor del mundo se reporta que los
genotipos 16y 18 estdn mas implicados en el desarrollo de
CaCu.® En México, las frecuencias reportadas de infeccién
por VPH son heterogéneas y oscilan entre 14.4% y 51.7%.%7
El VPH ha sido detectado en practicamente la totalidad de
los casos de CaCu invasor.2 México y Centroamérica tienen
una de las tasas de incidencia de CaCu més altas en el
mundo.”® En México, la tasa de mortalidad por CaCu es de
9.9 por cada 100,000 habitantes, y Chiapas tiene una de las
tasas estandarizadas de mortalidad mas altas del pais.'™ La
mayoria de los sujetos infectados cursa sin manifestar clini-
camente la enfermedad, debido a una eficiente respuesta
inmune del hospedero. Sin embargo, pudieran presentarse
lesiones benignas.

El VPH es un virus de ADN de la familia Papillo-
maviridae, cuyo genoma codifica 8 genes tempranos y 2
genes tardios. Los genes tempranos 6 y 7 interfieren con
las funciones celulares que normalmente impiden el creci-
miento excesivo, ya que inactivan proteinas supresoras del
crecimiento celular."" Hay més de 200 tipos identificados y
alrededor de 40 que afectan la regién anogenital. Invaden,
generalmente, el epitelio escamoso de la piel y mucosas,
generan engrosamiento de estrato basal espinoso, y en un
promedio de 3 a 4 meses se curan de manera espontanea,
pero pueden generar recurrencia.'

En el nivel mundial, los genotipos 16 y 18 del VPH
son los méas prevalentes, seguidos por los genotipos 45, 31
y 33. En poblaciéon de América Latina, los genotipos 16, 18,
31, 33, 51y 52 han sido identificados con mayor frecuencia
en poblacién general.’>®

Existen reportes de que algunos factores de riesgo
asociados al desarrollo de CaCu también se relacionan con
el riesgo de adquirir la infeccién por VPH, dado que esta
Ultima es una condicién necesaria, pero no suficiente, para
desarrollar CaCu. Entre dichos factores de riesgo se en-
cuentran: edad, inicio temprano de la vida sexual, factores
socio-demograficos."”

Las poblaciones fronterizas son regiones en las que
existe un intenso flujo migratorio que con frecuencia com-
parten estilos de vida y factores de riesgo.’® Un caso muy
particular es el de la frontera sur de México, donde los flujos
migratorios con Guatemala han registrado histéricamente
una dindmica intensa, con un pobre control de transito mi-
gratorio, asi como de enfermedades e infecciones, sobre
todo por la participacion de trabajadores guatemaltecos
que cruzan la frontera terrestre para concurrir en mercados
laborales chiapanecos.™

Las pruebas para ADN de VPH, por Reaccion en Ca-
dena de la Polimerasa (PCR), han sido utilizadas junto con ci-
tologia en el diagnostico cervicovaginal y canceres cervicales
para mejorar la sensibilidad y el valor predictivo negativo.
De hecho, el diagnostico por PCR VPH estd recomendado
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para pacientes con anomalias citolégicas, basado en las
nuevas directrices del Colegio Americano de Obstetras y
Ginecdlogos.?022

Con base en lo anterior, el objetivo del estudio fue
determinar la frecuencia de los genotipos del VPH y estu-
diar variables socio-demogréficas asociadas, en poblacién
general femenina residente en la frontera del estado de
Chiapas con la Republica de Guatemala.

Material y métodos

Pacientes

Se realizé un estudio prospectivo, descriptivo y transversal
en poblacién femenina que acudié a un hospital de la Secre-
taria de Salud para la realizacion del estudio de Papanicolau
(Pap), en el municipio de Frontera Comalapa, Chiapas, entre
septiembre y diciembre de 2009. Este municipio cuenta
con una poblacién de 57 580 habitantes (INEGI, 2005), cuya
ubicacién geogréfica es 15° 39" Ny 92° 09" W, y limita al este
con la Republica de Guatemala.

Se obtuvo consentimiento informado de las participan-
tes en el estudio. Al momento de realizar la toma de muestra
para el estudio de Pap se extrajo una muestra adicional de
cepillado endocervical para el estudio de genotipificacién
del VPH. Esta se coloco en el medio de transporte hc2 DNA
COLLECTION DEVICE (DIGENE, Gaithersburg, USA). Una
vez obtenida la muestra endocervical, se realizd extraccion
de ADN total y se almacend a -20°C para su posterior anali-
sis. Ademas, se les realizd una encuesta, con la finalidad de
obtener variables socioeconémicas como: religién, escola-
ridad, ocupacién, edad de inicio de la vida sexual, nUmero
de parejas sexuales y conocimiento del CaCu, para poder
relacionarlo con los resultados de los pacientes.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN total se realizd con el estuche co-
mercial QlAamp DNA® (QIAGENe, Valencia, CA USA), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para determi-
nar la eficiencia de la extraccién de ADN se amplificé por
PCR un fragmento del gen de 3-globina, y se verificd por
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%.

Deteccién del VPH

La detecciodn cualitativa del VPH se hizo por PCR, emplean-
do los iniciadores consenso MYQ9 5u-CGT CCM ARR GGA
WAC TGA TC-3u y MY11 5u-GCM CAG GGW CAT AAY AAT
GG-3, que amplifican un fragmento de 450 pb del gen L1 de
los VPH, empleando como control positivo ADN genémico
de la linea celular Hela. La PCR se realiz6 en un volumen de
25 ul, conteniendo Buffer ADN pol Tag 1X, Primer MYBQ9
0.5 uM, Primer MYB11 0.5 uM, MgCl, 2.5 mM, 0.2 mM
de dNTPE Taq gold 0.1 Ujul, H,O y la muestra de ADN. Las
condiciones de amplificacién utilizadas fueron: 5 minutos
de pre-desnaturalizacién a 94°C, seguido de 40 ciclos: 94°C
por 30 seg, 55°C por 30 seg, y 72°C por 30 seg, y una ex-
tensién final de 15 minutos a 72°C. Las muestras positivas
se sometieron a genotipificacién del VPH, mientras que
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las muestras negativas se analizaron nuevamente con los
iniciadores GP5+ 5" -TT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC-
3y GP6+ 5 —GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C-3',
para descartar negatividad del VPH.Z La amplificacion se
realizé con las siguientes condiciones de reaccion: Buffer
ADN pol Tag 1X, Primer GP5+ 0.5 uM, Primer GP6+ 0.5
uM, MgCl, 2.6 mM, 0.2 mM de dNTPR, Taq gold 0.1 U/ul,
H,O, y la muestra de ADN y el programa de amplificacion:
5 minutos de pre-desnaturalizacion a 94°C, seguido de 40
ciclos: 94°C por 30 seg, 59°C por 30 seg, y 72°C por 30 seg,
y una extension final de 15 minutos a 72°C. El corrimiento
electroforético se realizé en geles de agarosa al 2%. Las
muestras doble negativas (MY/GP) fueron descartadas.

Genotipificacion del VPH

Las muestras positivas para el VPH fueron genotipificadas,
empleando el estuche comercial HPV2 MPCR Amplification/
Detection de la marca Maxim Biotech (San Francisco, CA,
USA), para la amplificacién simultanea de hasta 8 genotipos
virales. Las condiciones de amplificacién empleadas fueron
las descritas por el fabricante. Los productos de PCR se
sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 2.5%.

Resultados

Se captaron 225 mujeres del municipio de Frontera Co-
malapa, Chiapas, México, con una media de edad de 38.8
+ 11.6 afos (con un rango de edad entre 21 y 70 anos).

De la poblacién estudiada, solamente 5 (2.22%)
mujeres resultaron positivas para la amplificacién con los
iniciadores MY09/MY11, de las cuales sbélo a 3 (1.3%) se
lograron genotipificar con el estuche comercial HPV2 MP-
CR Amplification/Detection, identificAndose los genotipos
11,18,y 33 del VPH.
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Grdfica 2
Religiones profesadas en la poblacion estudiada

adventista
11%
no respondid bautista
5% 2%

catdlica
25%

otra

)
\\

testigo de
]eho;/a cristiana
18% ~._ %%
/ \ evangelica

presbitériana  Pentecostes 4%
16% 5% no tiene
10%

El nivel de escolaridad de la poblacién estudiada fue de 46%
con estudios de educacién primaria terminada, y solamen-
te 3% con estudios de licenciatura (gréfica 1). La religion
profesada en la poblacion estudiada fue variable, como se
muestra en la grafica 2. El 85% de la poblacién analizada
refirié dedicarse exclusivamente al hogar.

El pico maximo de inicio de vida sexual se ubico entre
los 16-20 afios, con un 58.22% (131 mujeres) (gréfica 3). El
88% (198), habfa tenido mas de un embarazo, siendo 3 em-
barazos la cantidad més frecuente (20%). El 63% (141) refirio
haber usado algin método anticonceptivo a partir de que
dieron inicio a su vida sexual. Ademas, 145 mujeres (64.4%)
refirieron tener una sola pareja sexual, y 2 mujeres (0.88%)
refirieron hasta 4 parejas sexuales.

En el caso de la pregunta si tenian conocimiento
de lo que era el cancer cervicouterino, 62% de las mujeres
manifesté desconocimiento de esta enfermedad (gréfica 4).
El 89% de las encuestadas refirieron haberse realizado el
Pap al menos una vez, y solo 4% manifiesta ser fumadora.
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Grafica 4
Conocimiento sobre el CaCu
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El resultado global presenté 5 mujeres positivas al VPH.
De éstas, 3 fueron genotipificadas. El estuche empleado
para genotipificacién tiene la limitante de poder identificar
Unicamente 8 genotipos del VPH de los méas frecuentes.
Sin embargo, la técnica de PCR también tiene limitantes
relacionadas con las bajas concentraciones de ADN viral
disponible para poder amplificar.?*

La mayoria de las pacientes estudiadas no tiene
terminada la secundaria. Un nivel educativo bajo influye en
el riesgo de adquirir enfermedades de transmisién sexual,
debido a que los programas educativos en México abordan
la educacion sexual en la secundaria. Cuatro (1.77%) de las
5 mujeres que resultaron positivas para VPH, no tenian la
secundaria terminada.? El inicio de la vida sexual y el nu-
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