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Abreviaturas

CaCu Cancer cervicouterino.

Cl Cancer invasor.

DDL Laboratorio Diagndstico de Delft (Delft Diagnostic Laboratory).

DEIA Ensayo inmunoenzimético de DNA (DNA enzyme
immunoassay).

DNA Acido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid).

EC Estadio clinico del cancer cervicouterino.

EDTA Etiléndiamino-tetraacetato de sodio.

FFPE Fijado con formaldehido e incluido en parafina (formalin fixed-
paraffin embedded).

FIGO Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia.

A1 Estadio clinico del CaCu con enfermedad microinvasora.

IARC Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (International
Agency for Cancer Research).

IB2/1IA2-IVA Estadios clinicos del CaCu localmente avanzados.

ICO Instituto Catalan de Oncologia.

A1 Estadio clinico del CaCu con tumores < 4 cm sin invasion
parametrial.

IVB Estadio clinico del CaCu con enfermedad avanzada o
metastasica recurrente o persistente.

LiPA Arreglo lineal de sondas (Linear probe array).

NIA Neoplasia intraepitelial de alto grado.

NIB Neoplasia intraepitelial de bajo grado

ORF Marco de lectura abierto (Open reading frame).

SIDA Sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

SPF10 Fragmento de PCR corto generado con 10 oligonucledtidos
(Short PCR fragment generated with 10 oligonucleotides).

VIH Virus de la inmunodeficiencia humana.

VPH Virus del papiloma humano.



Resumen

Tipos de virus del papiloma humano en canceres del cérvix, laregién
anogenital y la cavidad oral en el estado de San Luis Potosi, México
La infeccidn persistente por virus del papiloma humano (VPH) es necesaria para la
transformacion irreversible de las células epiteliales hasta Carcinoma Invasor (Cl).
Hemos determinado la prevalencia de los tipos de VPH en NIA y Cl de tumores no
cervicales y cervicales para evaluar la oncogenicidad de los tipos virales
circulantes en el estado de San Luis Potosi y la prevencion potencial de
infecciones y lesiones neoplédsicas por la vacunacion anti-VPH. El estudio incluyé
los expedientes y bloques de parafina de carcinomas no cervicales y cervicales
diagnosticados en el Hospital Central Ignacio Morones Prieto entre 1999 y 2011.
La presencia de VPH fue determinada con el ensayo SPF10-DEIA y los tipos
virales identificados con INNO-LiPA. Carcinomas no cervicales. Cinco tipos de
alto riesgo (VPH 16, 45, 59, 33 y 35) y dos de bajo riesgo (VPH 11 y 53) fueron
identificados. La mayoria de las infecciones fueron por un tipo de alto riesgo y
VPH 16 fue el mas prevalente. La vagina fue la localizacion mas frecuente de los
tumores VPH positivos y la vacunacion contra VPH 16 y 18 pudo haber prevenido
la mitad de ellos. Carcinomas del cérvix. Entre los 185 expedientes clinicos
examinados hubo tres tipos histoldgicos: carcinoma epidermoide (70.3%),
carcinoma adenoescamoso (16.9%) y adenocarcinoma (12.8%). El grupo de 31-60
afios incluyé el 76% de los casos y el 74% de pacientes en etapas terminales y
defunciones. De 103 bloques de parafina analizados 84 fueron VPH positivos,
Identificamos 12 tipos de alto riesgo (VPH 16, 45, 51, 52, 31, 59, 18, 33, 35, 56, 58
y 73), dos de probable alto riesgo (VPH 66 y 53), tres de bajo riesgo (VPH 44,11y
70) y dos tipos no clasificados (VPH 69/71 y VPH 74. Concluimos que la mayoria
de los carcinomas del cérvix estaba en estadio clinico avanzado. Los tipos mas
prevalentes son VPH 16 y 45 y la vacuna contra VPH 16 y 18 pudo haber

prevenido al menos la mitad de los tumores VPH positivos.

PALABRAS CLAVE: VPH, SPF10, INNOLIPA
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Abstract

Human papillomavirus types in cancers of the cervix, the anogenital region
and the oral cavity from the state of San Luis Potosi, Mexico
Persistent infection by human papillomavirus (HPV) is necessary for the
irreversible transformation of epithelial cells up to high grade intraepitelial
neoplasia (HIN) that progresses to invasive carcinoma (IC). We determined the
prevalence of HPV types in HIN and IC from non-cervical and cervical tumors to
evaluate the oncogenicity ofthe viral types circulating in the state of San Luis
Potosi and the potential prevention of infections and neoplastic lesions through
anti-HPV vaccination. The study included clinical files and paraffin-embedded
tissue blocks from non-cervical and cervical carcinomas diagnosed at Hospital
Central Ignacio Morones Prieto between 1999 and 2011. HPV was determined with
the SPF10-DEIA assay and the viral types identified with the INNO-LIPA linear
array. Non-cervical carcinomas. Five high-risk types (HPV 16, 45, 59, 33 and 35)
and two low-risk types (HPV 11 and 54) were. Most infections were by a single
HPV high-risk type, the most prevalent being HPV 16. Vagina is the most frequent
location of the HPV positive tumors and vaccination against HPV 16 and HPV 18
could have prevented around half of them. Cervical carcinomas. The 185 clinical
files examined registered three histological types: epidermoid carcinoma (70.3%),
adenosquamous carcinoma (16.9%) and adenocarcinoma (12.8%). The 31-60
years group included 76% of cases and 74% of terminal-stage patients and
defunctions. 103 paraffin blocks analyzed 84 of which were HPV positive. We
identified 12 high risk types (HPV 16, 45, 51, 52, 31, 59, 18, 33, 35, 56, 58 y 73),
two of probable high risk (HPV 66 y 53), three of low risk (HPV 44, 11 y 70) and
two unclassified types (HPV 69/71 and HPV 74. We conclude that most cervical
carcinomas were advanced. The most prevalent types are HPV 16 and 45, and
vaccination against HPV 16 and 18 could have prevented at least half of the HPV

positive tumors.

KEYWORDS: HPV, SPF10, INNOLIPA.
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|. Canceres asociados avirus del papiloma

humano en San Luis Potosi

Cancer cervicouterino

A nivel mundial el cancer cervicouterino (CaCu), es la cuarta causa de muerte por
cancer en mujeres de todas las edades y la segunda en mujeres de 15-44 afios de
edad, con un total estimado de 527,624 casos nuevos y 265,672 defunciones en
2012. Alrededor del 85% de los casos de CaCu ocurre en regiones en desarrollo,
donde representa el 12% de todos los canceres femeninos (Ferlay et al. 2015).
Afecta principalmente a mujeres con desventajas econdmicas, sociales y
culturales y por ende es mas comun en paises desarrollo, en contraste con los
paises desarrollados, donde ocurre unicamente el 3.6% de los casos nuevos
(Siegel et al. 2014).

En México el CaCu es la primera causa de muerte por cancer en las
mujeres en estados con alta marginacién y la segunda en estados con baja
marginacion. En 2013 se reportaron 15,562 casos nuevos y 5,842 defunciones por
CaCu en el pais (Gomez-Dantes et al. 2016). Aunque para 2013 las tasas de
mortalidad disminuyeron méas de la mitad respecto a las de 2010 (Gomez-Dantes
et al. 2016; Sanchez-Barriga 2012), el CaCu continta siendo un grave problema
de salud publica en México y sus variaciones en incidencia y mortalidad estan
directamente relacionadas con el nivel socioecondémico, la dificultad para acceder
a los servicios de salud y la calidad de los mismos, la ubicacion geogréfica, el nivel
educativo y los aspectos culturales y psicosociales. En general, en Latinoamérica
(incluyendo a México), la supervivencia de las mujeres con CaCu es mas corta
porque ellas acuden a los servicios de salud cuando la enfermedad es avanzada y
también estd asociada a tratamientos incompletos e inadecuada atencion paliativa
(Palacio-Mejia et al. 2003).



Estadios clinicos del CaCu

Los estadios clinicos del CaCu se clasifican con los lineamientos de la Federacion
Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO). La ‘estadificacién’ se basa en el
tamafo tumoral, la afeccion vaginal o parametrial, la extension hacia el recto o la
vejiga y las metastasis a distancia (Pecorelli et al. 2009).

En términos del tratamiento, el CaCu puede dividirse en tres grandes grupos:

e Los estadios clinicos (EC) tempranos, desde 1Al (enfermedad
microinvasora) hasta IIA1 (tumores < 4 cm sin invasién parametrial),
usualmente son tratados con procedimientos quirdrgicos Yy logran
supervivencias hasta del 90%.

e En los EC localmente avanzados de IB2/IIA2 a IVA, la quimioterapia-
radioterapia es el tratamiento de eleccion con supervivencias de 60-80%,
aungue algunas instituciones emplean rutinariamente la cirugia como
tratamiento primario en los estadios IB2-11A2.

e En la enfermedad avanzada o0 metastadsica recurrente o persistente
considerada como el estadio IVB, las pacientes tienen escasas
probabilidades de supervivencia, que es del 15-30% con los mejores
tratamientos de quimioterapia paliativa y de blancos moleculares (Duenas-
Gonzalez et al. 2010).

CaCu y virus del papiloma humano

El principal factor de riesgo para el desarrollo del CaCu es la infeccion persistente
por virus del papiloma humano (VPH), ya que el 99.7% de los casos de CaCu
invasor son VPH positivos (Walboomers et al. 1999). Por esta razén la infeccion se
ha establecido como la causa necesaria para el desarrollo de la enfermedad (Brink
etal. 2007; Castellsague et al. 2006).

Entre los factores de riesgo para el desarrollo del CaCu destacan el nimero
de parejas sexuales, el inicio precoz de la actividad sexual (Kuzman et al. 2007), la
multiparidad (Castellsague et al. 2002), la inmunosupresion, el tabaquismo, el uso

de anticonceptivos orales y la coinfeccién con agentes de transmision sexual como



el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y el virus del herpes simple tipo 2
(Castellsague et al. 2003; Munoz et al. 2002).

Los VPH pertenecen a la familia Papillomaviridae y su genoma es DNA de
cadena doble de ~8000 pares de bases (pb). Los viriones miden 52 a 54 nm de
diametro, carecen de envoltura lipidica y su capside icosaédrica esta formada por
72 capsémeros. El genoma puede dividirse en tres zonas: la region larga de
control (LCR), la region temprana (E, por ‘early’ en inglés) y la region tardia (L, por
‘late’ en inglés).

La LCR, localizada entre los genes L1 y E6, abarca el 15% del genoma viral
y contiene los promotores que inician la replicacion y controlan la transcripcion
(Mlnger et al., 2004; de Villiers et al., 2004). La regién temprana representa el
45% del genoma y comprende los genes virales responsables de Ila
transformacion neoplasica (oncogenes E6 y E7) y de la integracion del genoma
viral al de la célula huésped (E2 y E1). La region tardia comprende el 40% del
genoma y contiene los dos genes que codifican las proteinas estructurales de la
capside (L1yL2).

Han sido identificados mas de 100 genotipos de VPH (Chan et al. 1995; de
Villiers et al. 2004; Munger et al. 2004) clasificados como de alto o bajo riesgo por
su asociacion o no al CaCu invasor.

Los 15 tipos de alto riesgo méas prevalentes a nivel mundial son, en orden
descendente, los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73y 82
asociados al 95% de los CaCu invasores. Entre los de bajo riesgo los mas
prevalentes son los tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 y 81 entre los cuales
el 6y 11 causan el 90% de los condilomas genitales (Bosch et al. 1995; Munoz et
al. 2003).

El reconocimiento del papel central de la infeccion por VPH en la etiologia
de practicamente todos los casos de CaCu ha cambiado dramaticamente las
perspectivas de diagnostico y prevencion de esta neoplasia. Este cambio se
refiere en principio al diagndstico de VPH para el andlisis, tamizaje y seguimiento

clinico de los casos y, mas recientemente, a la vacunacion VPH tipo especifica



para la prevencion de la infeccién primaria y las lesiones cervicales relacionadas
(Koutsky and Harper 2006; Roden and Wu 2006; Schiller and Lowy 2006).

Con la creacién de vacunas profilacticas tipo especificas para VPH la
prevencion del CaCu se estd expandiendo rapidamente, con resultados
extrapolables para las lesiones preneoplasicas y los canceres invasores no

cervicales asociados a VPH (Joura et al. 2007).

Carcinomas no cervicales

Los VPH contribuyen con el 3.7% de todos los canceres en el mundo, entre los
cuales el 0.5% aparecen en sitios diferentes al cérvix y representan unos 58,000
casos nuevos cada afio, aunque es posible que este numero subestime la
contribucion real de VPH (Munoz et al. 2006).

En los udltimos afios han ido aumentando las evidencias que vinculan la
presencia de DNA de VPH en cénceres en sitios distintos al cérvix,
particularmente en los de ano, vulva, vagina, pene y cavidad oral. Aunque estos
canceres son mucho menos frecuentes que el CaCu, su asociacion con VPH

implica su prevencion potencial con estrategias similares (Bosch et al. 2013).

Céancer anal

Este cancer es poco comun en la poblacion general, con una incidencia mundial
de 1/100,000 pero parece haberse incrementado en varias regiones desarrolladas.
Globalmente se estiman unos 30,000 casos nuevos por afio (Plummer et al. 2016).
La incidencia es mayor en mujeres que en hombres, pero aumenta en poblaciones
de hombres que tienen sexo con hombres, en mujeres con historia de cancer
cervical o vulvar y personas inmunocomprometidas. Los cé&nceres anales son
principalmente carcinomas de células escamosas, adenocarcinomas o carcinomas

basaloides y cloacogénicos (Bruni et al. 2016).

Cancer vulvar

El cancer de vulva es raro. Se estima que en 2012 ocurrieron unos 34,000 casos
nuevos, que representan el 4% de todos los canceres ginecologicos (Plummer et
4



al. 2016). Alrededor del 60% de los canceres vulvares ocurre en los paises
desarrollados y se caracterizan por tener dos patrones histopatolégicos con
diferentes perfiles de riesgo (IARC 2012).

El tipo queratinizante representa mas del 60% de los canceres vulvares,
ocurre mas frecuentemente en mujeres de mayor edad y raramente se asocia a
VPH.

El tipo basaloide/verrugoso, mas comun en mujeres jévenes, se asocia a
VPH en el 75-100% de los casos, con un perfil de factores de riesgo similar al de
CaCu.

Céancer vaginal

El cancer de vagina es aun mas raro que el de vulva, con 15,000 casos nuevos
registrados en 2012. Representa el 2% de los canceres ginecoldgicos (Plummer et
al. 2016). La mayoria de los casos de cancer vaginal (68%) ocurre en paises
menos desarrollados. Los canceres vaginales son principalmente carcinomas de
células escamosas (90%), generalmente atribuibles a VPH. Pueden confundirse
con canceres cervicales metastasicos y son diagnosticados principalmente en
mujeres de edad madura (> 65 afios) y raramente menores de 40 afios, con un

pico de incidencia entre los 55-70 afios (Bosch et al. 2008).

Céncer de pene

Han sido estimados 26,000 casos anuales a nivel mundial (Plummer et al. 2016).
Afecta principalmente a hombres de 50-70 afios de edad, es mas prevalente en
paises en desarrollo y representa hasta el 10% de los canceres masculinos en
algunas partes de Africa, Sudamérica y Asia. Las lesiones precursoras del cancer
de pene son raras; el tipo histopatoldgico predominante es el carcinoma de células
escamosas (95%) y los subtipos predominantes son queratinizante (49%)
basaloide/verrugoso (17%), verrugoso (8%), y basaloide (6%). La presencia de
VPH es detectada méas frecuentemente en tumores basaloides y verrugosos.
Aproximadamente 60-100% de las lesiones invasoras del pene son VPH positivas
(Brunietal. 2016).



Céanceres de cabezay cuello

La mayoria de los canceres de cabeza y cuello han sido asociados al consumo
excesivo de tabaco y alcohol. Sin embargo, la infeccion por ciertos tipos de alto
riesgo como VPH 16 ha sido asociada a cénceres de cabeza y cuello,
especialmente orofaringeos. La evidencia actual también sugiere que VPH 16 esta
asociado a canceres de amigdala, base de la lengua y otros sitios de la orofaringe.
En otros canceres de cabeza y cuello la asociacion con VPH no es consistente y

tampoco es clara en canceres laringeos (IARC 2012).

Justificacion

Nuestro grupo demostré que las lesiones neoplasicas del cérvix eran mas severas
y frecuentes en la ciudad de San Luis Potosi que en la Zona Media y el Altiplano
del estado y predominaban entre las mujeres mas jovenes (Lomeli-Forcada et al.
2005) y que VPH 16 era el tipo de mayor prevalencia (Lopez-Revilla et al. 2008).

Sin embargo, un estudio posterior realizado en 700 mujeres que acudieron
a las clinicas de colposcopia de las seis jurisdicciones sanitarias del estado entre
2007 y 2010 identifico infecciones del cérvix por 19 tipos de VPH (13 tipos de alto
riesgo y seis de bajo riesgo) entre las que VPH 33 fue el méas prevalente, con el
doble de casos que VPH 16 (DelaRosa-Martinez et al. 2016).

Conocer los tipos de VPH que ocasionan los carcinomas invasores es
fundamental para evaluar su distribucion geografica y la proteccién que tendria la
vacunacion tipo especifica en cada region.

En el estado de San Luis Potosi no se ha determinado la contribucion de los
diversos tipos de VPH al desarrollo de carcinomas invasores localizados en el
cervix y otros tejidos, pues los estudios realizados hasta ahora han analizado los
tipos de VPH presentes en raspados cervicales pero no en los tumores.

El hallazgo de que VPH 33 es el tipo mas prevalente y duplica la
prevalencia de VPH 33 en las infecciones del cérvix en el estado de San Luis
Potosi nos motivé a investigar la prevalencia de los tipos de VPH asociados a los

carcinomas invasores cervicales y extracervicales diagnosticados en el Hospital



Central de la capital del estado, para evaluar la oncogenicidad de los tipos virales
circulantes y el potencial protector de las vacunas profilacticas contra VPH en la
region.

Con este propdsito la autora promovio la colaboracion del grupo del IPICYT
con el Instituto Catalan de Oncologia (ICO) de Barcelona, donde hizo una estancia
bajo la tutoria de la Dra. Silvia de Sanjosé. Llevo consigo bloques de parafina de
tumores extracervicales del Hospital Central, cuyos resultados han sido incluidos
en varios estudios multicéntricos. Recibié adiestramiento para la deteccion y
tipificacion de VPH, colabor6é en los estudios que estaban realizandose y aplico
esta experiencia a su regreso a México.

Este estudio incluye el analisis de los expedientes clinicos de 185 casos de
CaCu diagnosticados entre 1999 y 2010 en el Hospital Central Ignacio Morones
Prieto y 170 bloques de tejidos fijados con formaldehido e incluidos en parafina
(FFPE) de 103 tumores del cérvix y 67 tumores de otras localizaciones, con
diagnostico de neoplasia intraepitelial de alto riesgo (NIA) o carcinoma invasor (Cl)

realizados entre 1999 y 2011 en el Departamento de Patologia del mismo hospital.

Organizacién de la tesis

A este capitulo introductorio sigue el de los métodos empleados, dos capitulos con
los datos clinicos y los tipos de VPH asociados a los carcinomas no cervicales y
cervicales incluidos en el estudio, un capitulo con la discusion de los resultados y
otro con las referencias bibliograficas. Al final se encuentra un apéndice con las

publicaciones resultantes, presentadas en orden cronoldgico.



Il. Material y métodos

Neoplasias intraepiteliales de alto grado y carcinomas

invasores no cervicales

Poblacién y disefio del estudio

El protocolo de este trabajo se basa en el de un estudio multicéntrico disefiado por
el ICO y aprobado por el Laboratorio Diagnostico de Delft (DDL) (de Sanjose et al.
2010). El protocolo del estudio y el consentimiento para el procedimiento fueron
aprobados por el Comité de Investigacion y Etica del Hospital Central Ignacio
Morones Prieto y el Instituto Catalan de Oncologia (ICO). Al igual que estudios
similares, su aplicacion no requirié el consentimiento informado de los pacientes,
los cuales no se identifican por su nombre de conformidad con la Ley General de
Salud.

El estudio (Fig. 1) incluy6 67 tumores no cervicales cuyos bloques de tejido
fijados en formaldehido e incluidos en parafina (FFPE) fueron recuperados. Los
diagndsticos iniciales de NIA y Cl se realizaron entre 1999 y 2011 en el

Departamento de Patologia del Hospital Central Ignacio Morones Prieto.

Seleccion y anédlisis de los casos incluidos

Los casos incluidos fueron aquellos en los que el Laboratorio de Patologia de
Referencia del ICO confirm6 la presencia de tejido tumoral y lleg6 a un diagndstico
histopatoldgico final (NIA o CI). Se analizaron bloques de los 67 casos por el
método de sadndwich basado en cinco cortes (de Sanjose et al. 2010). El corte 1
(control negativo), de 5 um de espesor, se obtuvo a partir de un bloque de parafina
virgen y fue colocado en un tubo. Los siguientes cuatro cortes en serie eran del
bloque de parafina de un caso aceptable (es decir, con tejido tumoral); los cortes 2
y 5, de 3 um de espesor, fueron colocados en portaobjetos individuales; los cortes

3y 4,de5 um de espesor, se colocaron en cada uno de dos tubos. Para evitar la



contaminacion cruzada, en todos los casos fue reemplazada la cuchilla del

microtomo después de obtener los cortes de cada bloque de tumor. Los cortes en

Diagnéstico iniciales (n=67)
e Carcinoma invasor (Cl, n = 39)
* Neoplasia intraepitelial de alto grado (NIA, n=28)
* Neoplasia intraepitelial de bajo grado (NIB, n=0)

!

Diagnésticos finales (n=67)

e C(Cl(n=35)
e NIA (n=28)
« NIB (n=0)

* Sin tejido tumoral (n=4)

Casos excluidos (n=28)
« NIB (n=24)
Y e Sin tejido tumoral (n=4)
Casos incluidos (n=39)
e Cl(n=35)
s NIA (n=4)

|

Deteccién de VPH por SPF10-DEIA (n=39)

|
' }

VPH negativos (n=26) VPH positivos (n=13)

}

Tipos de VPH por INNO-LiPA (n=13)

A 4

Fig. 1. Diagrama de flujo del estudio de los carcinomas no cervicales

La revision histopatolégica mostr6 que cuatro de los 67 blogques de parafina
iniciales carecian de tejido tumoral y fueron descartados. De los 63 bloques
aceptables, 28 fueron excluidos porque su diagndstico final cambié de NIA a NIB.
El DNA extraido de los bloques de parafina de los 39 casos incluidos (35 Cly 4
NIA) se sometio al ensayo SPF-10-DEIA. Los 13 casos VPH positivos fueron

analizados con el ensayo INNO-LiPA para identificar los tipos virales.



las laminillas fueron tefiidas con hematoxilina-eosina y se sometieron a revision
histopatoldgica. Se extrajo el DNA de los cortes 1 y 3 o 5 para la deteccion y
tipificacion de VPH (de Sanjose et al. 2010).

Los casos se excluyeron si los cortes 2 y 4 no contenian tejido tumoral.
Cuando solo el primer corte contenia tejido tumoral, el DNA extraido del tubo 1 fue
amplificado usando el método SPF10 (short PCR fragment generated with 10
oligonucleotides: fragmento corto de PCR generado con 10 oligonucleétidos)
seguido de ensayo inmunoenzimatico de DNA (DEIA) para detectar secuencias de
VPH (Kleter et al. 1999). El DNA extraido del tubo 2 se amplific6 cuando se
encontrd tejido tumoral en ambos cortes o sélo en el segundo (de Sanjose et al.
2010).

Deteccion y tipificacion de VPH

Cada corte de 5 um de un bloque de parafina con tejido tumoral se mezcl6 con
250 puL de proteinasa K (1 mg/mL) disuelta en Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM (pH
8.0) y Tween-20 0.5%, y se incub6 durante la noche a 60 °C. A continuacion, la
proteinasa K se inactivd por calentamiento a 95 °C durante 10 min. Para
determinar la presencia de DNA de VPH, 1 uL del sobrenadante de cada corte
tratado con proteinasa K se afiadi6 a la mezcla de PCR SPF10-DEIA en las
condiciones descritas por Kleter et al. (1998).

Se analizaron muestras de los extractos de DNA VPH positivos con el
método de hibridacion reversa en tira INNO-LiPA (Innogenetics, DDL), un arreglo
lineal de sondas que identifica 25 de los 40 tipos de VPH anogenitales (Kleter et
al. 1999).

Carcinomas invasores del cérvix

Disefio y contexto del estudio

Este trabajo consta de dos etapas (Fig. 2): 1) un estudio observacional transversal

retrospectivo de casos de CaCu invasor, y 2) la deteccion y tipificacion del DNA de
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VPH en los bloques de parafina recuperados de dichos casos. El protocolo se
basa en un estudio observacional transversal multicéntrico del Instituto Catalan de
Oncologia (ICO) publicado por de Sanjose et al. (2010) y aprobado por el Delft
Diagnostic Laboratory (DDL) de Holanda. Como otros estudios similares, su

ejecucion no requiere consentimiento informado de los pacientes.

Estudio clinico retrospectivo

Para el estudio retrospectivo fueron considerados los 185 expedientes de CaCu
invasor del periodo 1999-2010 que contaban con el registro del tipo histoldégico de
los carcinomas, la edad de las pacientes, el estadio clinico al momento del
diagnoéstico, las enfermedades concomitantes, la presencia y localizacion de
metéstasis y el estadio final de los tumores (incluyendo la defuncién o la etapa

terminal).

Deteccion y tipificacién de VPH

Para la deteccion y tipificaciéon del DNA de VPH fueron empleados los bloques de
parafina de 103 casos con diagnostico de CaCu invasor procesados entre 1999 y
2011 que pudieron ser recuperados del Departamento de Patologia del Hospital
Central.

La técnica de sandwich fue aplicada para determinar la calidad y asegurar
la presencia de tejido tumoral en los bloques de parafina. La extraccion del
material genético, amplificacion y tipificacion se realizaron como se describe en el
apartado anterior.

El analisis de los datos permitié determinar la proporcion de muestras VPH
positivas, asi como la prevalencia de los tipos virales y de las infecciones sencillas

(por un solo tipo viral) o multiples (por dos 0 més tipos virales).

11



BLOQUES DE PARAFINA CON TEJIDO TUMORAL (n=103)

| DNA DE \;I;H (DEIA) |

$_I_$

| NO (n=19) | | Si (n=84) |
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Fig. 2. Diagrama de flujo del estudio de los carcinomas del cérvix

Secuencia de los pasos y los resultados obtenidos al analizar la presencia de VPH

en las muestras con tejido tumoral.
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Ill. Tipos de VPH en neoplasias intraepiteliales de

alto grado y carcinomas invasores no cervicales

Resumen

La carga de las neoplasias intraepiteliales de alto grado (NIA) y los carcinomas
invasores (Cl) asociados a infecciones por virus del papiloma humano (VPH)
puede ser prevenida por vacunas anti-VPH tipo especificas. Este estudio
determind la prevalencia de los tipos de VPH en NIA y Cl diagnosticados de 1999
a 2011 en un hospital general de San Luis Potosi, México. La revision de 67
especimenes no cervicales fijados con formaldehido e incluidos en parafina
diagnosticados inicialmente como NIA (n=28) o ClI (n=39) confirmé la presencia de
tejido tumoral en 63 de ellos y cambié el diagnostico de 24 NIA a neoplasias
intraepiteliales de bajo grado, excluidas del estudio. El DNA de VPH fue detectado
con el inmunoensayo SPF10-DNA en los 39 casos incluidos, y los tipos virales en
los tumores VPH positivos fueron identificados con el arreglo lineal INNO-LIPA.
Entre los casos incluidos, cuatro NIA se localizaban en la vagina (n=3) y vulva
(n=1), y 35 Cl en la cavidad oral (n=19), pene (n=8), vagina (n=7) y vulva (n=1).
Hubo 13 casos VPH positivos en la vagina (n=7), vulva (n=1), pene (n=1) y
cavidad oral (n =1). Los tipos virales de alto riesgo identificados fueron VPH 16 en
la vagina (n=3) y vulva (n=3), VPH 45 en la vagina (n =2), VPH 59 en la vagina (n
=1) y pene (n=1), VPH 35 en la lengua (n =1); y los de bajo riesgo fueron VPH 54
en lavagina (n =1) y VPH 11 en la vulva (n =1). Concluimos que cinco tipos de alto
riesgo (VPH 16, 45, 59, 33 y 35) y dos de bajo riesgo (VPH 11 y 53) infectaron un
tercio de los NIA y Cl incluidos. La mayoria de las infecciones fueron por un solo
tipo de alto riesgo, siendo VPH 16 el mas prevalente. La vagina es la localizacion
mas frecuente de los tumores VPH positivos. La vacunacion contra VPH 16 y 18

podria haber prevenido la mitad de los tumores VPH positivos.
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Resultados

Etapas del estudio

El estudio se llevé a cabo en cinco etapas (Fig. 1): 1) el Departamento de
Patologia del Hospital Central Ignacio Morones Prieto proporciono 67 bloques de
tejido de tumores no cervicales fijados con formaldehido e incluidos en parafina
(FFPE) con diagnoéstico de NIA o CI; 2) en el Laboratorio de Patologia de
Referencia del ICO se obtuvieron cortes histoldgicos por el método de sandwich y
se establecieron los diagnosticos finales; 3) se incluyeron los casos con
diagnostico final de NIA o Cl, y fueron excluidos los que carecian de tejido tumoral
o tuvieron diagnésticos finales de neoplasia intraepitelial de bajo riesgo (NIB); 4)
se realizo el ensayo SPF10-DEIA para identificar los tumores VPH positivos y
negativos en los casos incluidos; 5) se identificaron los tipos virales de los casos

VPH positivos con el ensayo INNO-LiPA.

Diagnostico histopatolégico y seleccion de casos

Entre los diagnosticos iniciales de los 63 casos aceptables, 28 correspondieron a
NIA'y 35 a Cl (Tabla 1). Hubo 27 NIA de genitales femeninos (25 en la vagina, dos
en la vulva) y uno en el ano. Diecinueve CIl provenian de la cavidad oral (nueve en
la laringe, seis en la lengua, dos en el paladar, uno en la mandibula, uno en la
faringe), ocho en el pene, ocho en los genitales femeninos (siete en la vagina, uno
en la vulva).

La revision de los cortes histologicos mostrd que cuatro bloques carecian
de tejido tumoral y establecid los diagnosticos finales que determinaron la
inclusion o exclusion de los especimenes. Veinticuatro casos con diagndstico
inicial de NIA cambiaron a NIB y por lo tanto fueron excluidos (22 de la vagina, uno
de la vulvay uno del ano) (Tabla 1).

La concordancia entre los diagndsticos iniciales y finales para Cl fue del
100% (35/35), pero sélo del 14.3% (4/28) para NIA (Tabla 1). Los 39 casos
incluidos fueron cuatro NIA (tres de la vagina y uno de la vulva) y los 35 CI de los

sitios antes mencionados.
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Tabla 1. Localizacion anatémica y diagnostico histopatolégico de los tumores

Diagndstico®
Localizacién Inicial Final®
NIA |CI| NIB | NIA |CI
Anogenital | Vulva 0| 1 0 0| 1
Vagina 25| 7 22 3| 7
Vulva 2| 0 1 1/ 0
Ano 1/ 0 1 0] 0
Pene 0| 8 0 0| 8
Subtotal 28|16 24 4116
Oral Laringe 0| 9 0 0| 9
Lengua 0| 6 0 0| 6
Paladar 0| 2 0 0 2
Mandibula 0| 1 0 01
Faringe 0] 1 0 0] 1
Subtotal 0]19 0 0]19
Total 2835 24 4135
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Deteccion y tipificacion de VPH

Catorce de los 39 casos incluidos fueron VPH positivos (35.9%) y correspondieron
a 10 CI (seis de la vagina, uno de la vulva, uno del pene y uno de la lengua), y
cuatro NIA (tres de la vagina y uno de la vulva).

Identificamos siete tipos virales con el ensayo INNO-LiPA aplicado a los
casos VPH positivos (Tabla 2): cinco de alto riesgo (VPH 16, 45, 59, 33 y 35) y dos
de bajo riesgo (VPH 11 y 54). El tipo mas frecuente fue VPH 16, presente en seis
casos (dos vaginales y un Cl vulvar y tres NIA vaginales), seguido de VPH 45 en
dos CI vaginales y VPH 59 en dos CI (uno de la vagina y uno del pene). Hubo
cinco casos con cada uno de los siguientes tipos: VPH 33 (Cl vaginal), VPH 35 (CI
lingual), VPH 54 (Cl vaginal) y VPH 11 (NIA vulvar) (Tabla 2).

Doce de los 13 casos VPH positivos (92.3%) tenian DNA de un solo tipo de
alto riesgo. El Unico Cl vaginal tenia una infeccion doble por un tipo de alto riesgo
y un tipo de bajo riesgo (VPH 16 y VPH 59). La Unica NIA vulvar tenia el tipo de
bajo riesgo VPH 11.
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Tabla 2. Tipos virales en los 13 tumores no cervicales VPH positivos

Tipo de VPH Cl NIA Total
Lengua|Pene |Vagina|Vulva|Vagina |Vulva| n (%)

16 0 0 2 1 3 0| 6(42.9)

45 0 0 2 0 0 0| 2(14.3)

59 0 1 12 0 0 0] 2(14.3)

33 0 0 1 0 0 0 1(7.1)

35 1 0 0 0 0 0 1(7.1)

54 0 0 1 0 0 0 1(7.1)

11 0 0 0 0 0 1 1(7.1)

Total 1 1 7 1 3 1]14 (100.0)

®Este Cl vaginal fue el Gnico con infeccion doble por VPH 16 y 59.
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V. Tipos de VPH en carcinomas invasores del
CErvix
Resumen

La oncogenicidad de los tipos de virus del papiloma humano (VPH) circulantes
puede diferir sustancialmente de la de los tipos virales prevalentes en infecciones
en la misma region. Determinamos la prevalencia de los tipos de VPH en
neoplasias intraepiteliales de alto grado (NIA) y carcinomas invasores (Cl) del
cervix para evaluar la oncogenicidad de los tipos virales en San Luis Potosi. El
estudio incluy6 185 expedientes y 103 bloques de parafina de tumores
diagnosticados en el Hospital Central Ignacio Morones Prieto entre 1999 y 2011.
La presencia de VPH en el DNA extraido de los bloques fue determinada con el
ensayo inmunoenzimatico SPF10-DNA vy los tipos virales con el arreglo lineal
INNO-LIPA. Los tipos histoldégicos encontrados fueron: carcinoma epidermoide
(70.3%), carcinoma adenoescamoso (16.9%) y adenocarcinoma (12.8%). El grupo
de 31-60 afos incluyd el 76% de los casos y el 74% de defunciones y pacientes
en etapas terminales. El tejido tumoral fue confirmado en los 103 especimenes, 84
de los cuales fueron VPH positivos (81.6%) con 12 tipos de alto riesgo (VPH 16,
45,51, 52, 31, 59, 18, 33, 35,56, 58 y 73), dos de probable alto riesgo (VPH 66y
53), tres de bajo riesgo (VPH 44,11y 70) y dos no clasificados (VPH 69/71 y VPH
74). Los tipos mas prevalentes fueron VPH 16 (34.1%) y VPH 45 (15.9%). En 81
casos demostramos infecciones sencillas (58.3%), dobles (25.0%), triples (10.7%)
y cuadruples (2.4%). Concluimos que el estadio clinico de la mayoria de los
carcinomas del cérvix era avanzado, la mayoria de los carcinomas del cérvix tiene
VPH, con un solo tipo viral en casi dos tercios de los casos. Los 19 tipos de VPH
identificados incluyen 12 de alto riesgo, dos de probable alto riesgo y tres de bajo
riesgo. Los tipos mas prevalentes son VPH 16 y 45 y la vacuna contra VPH 16 y

18 pudo haber prevenido algo méas de la mitad de los tumores VPH positivos.
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Resultados

Tipos histologicos

Trece expedientes (7.0%) no especificaban el tipo histoldgico de los carcinomas.
En los 172 expedientes restantes (93.0%) fueron registrados tres tipos
histologicos: carcinoma epidermoide (n=121, 70.3%), carcinoma adenoescamoso
(n=29, 16.9%) y adenocarcinoma (n=22, 12.8%) (Tabla 3).

Edad y estadio clinico al momento del diagndstico

Para analizar la distribucion de las edades al momento del diagnostico se
fromaron grupos por decenios a partir de los 21 afios (la edad mas temprana)
hasta los 60 afios, y de 61 afios o mayores. La edad al momento del diagndstico
no fue especificada en cinco casos (2.7%). La distribucion en el resto de los casos
quedo asi: 21-30 afios (n=7), 3.9%; 31-40 afios (n=37), 20.6%; 41-50 afios (n=59),
32.8%;51-60 afios (n=41), 22.8%; 261 afios (n=36), 20.0% (Tabla 4).

No habia datos del estadio clinico al momento del diagndstico en dos casos
(1.1%). La distribucion en los 183 casos restantes (98.9%) fue la siguiente:
carcinoma in situ (n=19), 10.4%; estadio IA (n=10), 5.5%: 1Al (n=9), 4.9%, IAll
(n=1), 0.5%; estadio IB (n=20), 10.9%: IBI (n=17), 9.3%, IBIl (n=3), 1.6%; estadio
1A (n=1), 0.5%; estadio IIB (n=37), 20.2%; estadio IlIA (n=5), 2.7%; estadio IlIB
(n=73), 39.9%; estadio IVA (n=10), 5.5%; estadio IVB (n=8), 4.4% (Tabla 5).

Defunciones vs edad y estadio clinico al momento del diagndstico

Al revisar los expedientes, 88 pacientes (47.6%) no estaban en riesgo de muerte,
en tanto que 97 (52.4%) habian muerto o se encontraban en etapas terminales.

Una defuncion carecia del registro de la edad al momento del diagndstico.
La distribucién de las 96 defunciones restantes por grupos de edad fue la
siguiente: 21-30 afos (n=3), 3.1%, 31-40 afios (n=19), 19.8%, 41-50 afios (n=30),
31.3%, 51-60 afios (n=22), 22.9%, 261 afos (n=22), 22.9% (Tabla 6).
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Tabla 3. Tipos histologicos de los carcinomas cervicouterinos invasores

) _ _ Casos
Tipo histologico
n %
Sin datos 13| 7.0
Epidermoide 121| 654

Adenoescamoso | 29| 15.7

Adenocarcinoma | 22| 11.9
Total |185]100.0

Tabla 4. Edad al momento del diagnostico

Grupo de Casos
edad (afios)| n %
Sin datos 5 27
21-30 7 3.8
31-40 37| 20.0
41-50 59| 31.9
51-60 41| 22.2
261 36| 195

Total |185/100.0
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Tabla 5. Estadio clinico al momento del diagndstico

Estadio casos

n %
Sindatos| 2| 1.1
In situ 19| 10.3
| Al 9 4.9
| All 1/ 05
| Bl 17 9.2
| BII 3] 1.6
A 1 0.5
1B 37| 20.0
A 5| 2.7
' B 73| 39.5
IV A 10| 54
IV B 8 4.3
Total {185]100.0

Tabla 6. Defunciones vs. edad al momento del diagnostico

Defunciones

Grupo de Todos _

No Si®

edad (afios) |los casos

ni % [n| %
Sin datos 5| 4| 22| 1] 05
21-30 70 4] 22| 3| 1.6
31-40 37(18| 9.7119|10.3
41-50 59129(15.7|30|16.2
51-60 41]19]10.3|22(11.9
261 36(14| 7.6/22|11.9
Total 185|88|47.6|97|52.4
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Una defuncién carecia de registro del estadio clinico al momento del
diagndstico. El estadio clinico inicial de las 96 defunciones restantes se distribuyd
asi: estadio IAl (n=1), 1.0%; estadio IBI (n=2), 2.1%; estadio A (n=1), 1.0%;
estadio 1IB (n=21), 21.9%; estadio IlIA (n=5), 5.2%; estadio IlIB (n=49), 51.0%;
estadio IVA (n=9), 9.4%; estadio IVB (n=8), 8.3% (Tabla 7).

Enfermedades concomitantes

Ademas del CaCu invasor, 61 pacientes (33.0%) tenian registradas las siguientes
enfermedades concomitantes: diabetes (n=28), 45.9%, hipertension arterial
(n=26), 42.6%, cancer de ovario (n=4), 6.6%, VIH/SIDA (n=1), 1.6%, cancer de

pancreas (n=1), 1.6%, miomatosis uterina (n=1), 1.6% (Tabla 8).

Metastasis

En trece casos (7.0%) se detectaron metéstasis, siendo la localizacion mas
frecuente la de pulmon (n=6, 46.2%), seguida de sitios no especificados (n=4,
30.8%) y una de higado (n=1, 7.7%), cerebro (n=1, 7.7%) y hueso (n=1, 7.7%),

respectivamente (Tabla 9).

Prevalencia del DNA de VPH

Bloques de parafina asignados al diagnostico de VPH

La presencia de tejido tumoral fue confirmada en los 103 bloques de parafina de
los cuales fue extraido el DNA para determinar la presencia de VPH.
De los bloques asignados al diagnéstico molecular, 84 (81.6%) fueron VPH

positivos (Tabla 10).
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Tabla 7. Defunciones vs. estadio clinico inicial

Defunciones

Estadio clinico| No Si?
ni % [N| %
Sin datos 1] 05| 1| 05
In situ 19/10.3| 0| 0.0
| Al 8 | 43| 1| 0.5
[ All 1 05| 0] 0.0
| Bl 15 81| 2| 1.1
| BII 3 16| 0] 0.0
1A 0 | 00| 1] 05
Il B 16| 8.6|21|11.4
A 0 0.0 5| 2.7
I B 24113.0149|26.5
vV A 1 05| 9| 4.9
IV B 0 00| 8| 43
Total |88|47.6|97|52.4

Tabla 8. Enfermedades concomitantes

Casos
Enfermedad
n %
Cancer de ovario 4 6.6
Miomatosis 1 1.6
Diabetes 28| 45.9

Hipertension arterial [ 26| 42.6

VIH/SIDA 1] 16

Céancer de pancreas| 1| 1.6

Total [61]100.0
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Tabla 9. Localizacién de las metastasis detectadas

Localizacién casos
ni %

Higado 1| 7.7
Pulmon 6| 46.2
Cerebro 1) 7.7
Hueso 1 7.7
No especificada| 4| 30.8

Total |13]100.0

Tabla 10. Casos VPH positivos y negativos

Casos
VPH

n %
Si 84|81.5

No 19|18.4
Total |103| 100
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Tipos de VPH identificados

El ensayo INNO-LiPA identifico 19 tipos virales entre los casos VPH positivos:
doce tipos de alto riesgo (VPH 16, 45, 51, 52, 31, 59, 18, 33, 35, 56, 58 y 73), dos
de probable alto riesgo (VPH 66 y 53), tres de bajo riesgo (VPH 44,11y 70) y dos
no clasificados (VPH 69/71y VPH 74).

Los dos tipos mas prevalentes fueron VPH 16 (n=43, 34.1%) y VPH 45
(n=20, 15.9%) (Tabla 11).

Tipos de VPH en las infecciones sencillas y multiples

El tipo viral no pudo ser identificado en tres bloques VPH positivos (3.6%). En los
81 Dbloques restantes (96.4%) fueron identificadas infecciones sencillas (n=49,
58.3%), dobles (n=21, 25.0%), triples (n=9, 10.7%) y cuadruples (n=2, 2.4%)
(Tabla 12).

Entre las 49 infecciones sencillas, 42 (85.7%) fueron por alguno de nueve
tipos de alto riesgo (VPH 16, 45, 59, 18, 33, 35, 58, 51 y 52); tres (6.1%) por dos
tipos de probable alto riesgo (VPH 66 y 53); tres (6.1%) por dos tipos no
clasificados (VPH 69/71 y 74) y una (2.0%) por un tipo de bajo riesgo (VPH 70)
(Tabla 13).

En las infecciones dobles la combinacion mas prevalente fue VPH 16-VPH
45 (n=7, 33.0%). VPH 16 fue el tipo méas prevalente en las infecciones triples y fue

identificado en las dos infecciones cuadruples (Tabla 14).
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Tabla 11. Prevalencia de las infecciones sencillas y multiples en los casos

VPH positivos

Casos

n | %

Infecciones

Sencillas 49160.5

Dobles 21| 26

Triples 9| 11

Cuadruples | 2| 2.5

Total [81] 100
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Tabla 12. Prevalencia de los 19 tipos de VPH identificados

Clasificacion |Tipo de VPH infecclones
n %

Alto riesgo VPH 16 43 34.1

(12 tipos) VPH 45 20 15.9

VPH 51 7 5.6

VPH 52 6 4.8

VPH 31 5 4.0

VPH 59 5 4.0

VPH 18 4 3.2

VPH 33 4 3.2

VPH 35 4 3.2

VPH 56 4 3.2

VPH 58 4 3.2

VPH 73 1 0.8

Subtotal | 107 84.9

Probable alto |VPH 66 5 4.0

riesgo (2 tipos) |VPH 53 2 1.6

Subtotal 7 5.6

Bajo riesgo VPH 44 4 3.2

(3 tipos) VPH 11 1 0.8

VPH 70 1 0.8

Subtotal 6 4.8

No clasificados | VPH 69/71 4 3.2

(2 tipos) VPH 74 2 1.6

Subtotal 6 4.8

Total (19 tipos) | 126| 100.0
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Tabla 13. Prevalencia de los tipos de VPH en las infecciones sencillas

Clasificacidn _ Casos
de los VPH Tipo de VPH n |%
Alto riesgo VPH 16 24| 49.0

VPH 45 5| 10.2

VPH 59 3 6.1

VPH 18 2 4.1

VPH 33 2 4.1

VPH 35 2 4.1

VPH 58 2 4.1

VPH 51 1 2.0

VPH 52 1 2.0

Subtotal |[42| 85.7

Probable alto riesgo | VPH 66 2| 4.1
VPH 53 1 2.0

Subtotal| 3| 6.1

Bajo riesgo VPH 70 11 2.0
Subtotal| 1| 2.0

No clasificados VPH 69/71 2| 4.1
VPH 74 1 2.0

Subtotal | 3| 6.1

Total |49(100.0
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Tabla 14. Prevalencia de los tipos de VPH en las infecciones multiples

Infecciones Tipos de VPH casos
n |Porgrupo |Global
Dobles 16 + 45 7 33.3% | 21.9%
16 + 52 2 9.5% 6.3%
16 + 33 1 4.8% 3.1%
16 + 51 1 4.8% 3.1%
16 + 58 1 4.8% 3.1%
16 +73 1 4.8% 3.1%
45 + 51 1 4.8% 3.1%
45 + 59 1 4.8% 3.1%
45 + 69/71 1 4.8% 3.1%
31+ 44 3 14.3% 9.4%
56 + 52 1 4.8% 3.1%
56 + 53 1 4.8% 3.1%
Subtotal |21 100.0% | 65.6%
Triples 16 +11 + 18 1 11.1% | 3.1%
16 + 31 + 45 1 11.1% 3.1%
16 + 35+ 45 1 11.1% 3.1%
16 + 51 + 66 1 11.1% 3.1%
31+35+44 1 11.1% 3.1%
45+ 51 + 58 1 11.1% 3.1%
45 + 51 + 59 1 11.1% 3.1%
52 + 56 + 66 2 22.2% 6.3%
Subtotal | 9 100.0% | 28.1%
Cuédruples |16 + 18 + 45+ 74 1 50.0% | 3.1%
16 +33+51+69/71| 1 50.0% 3.1%
Subtotal | 2 100.0% 6.3%
Total |32 100.0% [100.0%
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V. Discusion

Este es el primer estudio realizado en el estado de San Luis Potosi para la
deteccién e identificaciéon del DNA de los tipos de VPH en blogues de parafina de
carcinomas del cérvix y de sitios distintos al cérvix (vagina, vulva, pene, ano y
cavidad oral). Antes sélo se habia determinado la prevalencia de los tipos de VPH
en infecciones del cérvix.

La seleccion de muestras con la técnica de sdndwich empleada garantiza la
presencia de tejido tumoral no necrosado en los cortes analizados. Este punto
critico demanda personal calificado en el diagno6stico que garantice la
homogeneidad de los criterios de inclusion y minimice la variacion inter-observador
asociada al diagnostico microscoépico.

Como los VPH no pueden propagarse en células en cultivo y las pruebas
serolégicas no son suficientemente sensibles, el diagndstico de la infeccion por
VPH se basa en la deteccion del genoma del DNA viral. La gran diversidad de
genotipos virales requiere que la deteccion sea tipo especifica o de amplio
espectro. Ambas técnicas estan disponibles actualmente, aunque la deteccion tipo
especifica puede incluir un gran namero de reacciones de PCR para cada muestra
clinica individual y es impractica para el diagndstico de rutina.

Diversos grupos de oligonucledtidos de amplio espectro permiten la
deteccion de multiples tipos de VPH en una sola mezcla de PCR (Jenkins et al.
1991; Manos 1989; Tieben et al. 1993; van den Brule et al. 1990). Sin embargo,
ninguno de los oligonucleétidos disponibles es capaz de detectar efectivamente
todos los genotipos de VPH anogenitales (Qu et al. 1997; Smits 1996). Diversos
estudios han demostrado que la prevalencia general de VPH puede ser
subestimada considerablemente si se usa un solo método de deteccion de DNA
(Baay et al. 1996; Karlsen et al. 1996; Smits 1996; Smits et al. 1995).

Los sistemas universales de deteccion de VPH basados en el ORF L1
utilizan oligonucleétidos degenerados (MY11/09) u oligonucledtidos consenso
(GP5+/6+) (de Roda Husman et al. 1995; Manos 1989). En contraste, el sistema
SPF emplea una mezcla de oligonucleotidos definidos para las regiones blanco
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dentro del gen L1 y, como la heterogeneidad de los sitios blanco es limitada, la
mezcla de estos oligonucledtidos puede ser mas especifica para la deteccion del
DNA viral que los oligonucleétidos consenso o degenerados.

La sensibilidad de la deteccion de DNA por PCR esta relacionada
inversamente con el tamafio del amplicon. La importancia de los amplicones
pequefios ha sido demostrada para la deteccion del virus de la hepatitis C (Garson
et al. 1991). Mas aun, como la eficiencia de la PCR también depende de la calidad
del DNA extraido de especimenes clinicos, la deteccion con amplicones pequefios
es ventajosa, especialmente cuando se usan materiales que han sido incluidos en
parafina y fijados con formaldehido (Baay et al. 1996; Ohara et al. 1992).

El ensayo SPF10-DEIA-INNOLIPA utilizado en este trabajo es altamente
sensible y especifico para la detecciéon y tipificacion de DNA de VPH. Como la
fijacion y manipulacion de los cortes histologicos dafia el DNA y evita la
generacion de amplicones mas largos (Kleter et al. 1998; Melchers et al. 1999) se
ha utilizado en varios estudios multicéntricos (de Sanjose et al. 2013; de Sanjose

etal. 2010) porque genera amplicones virales de 65 pares de bases.

Carcinomas no cervicales

Cada vez es mas reconocido el papel de los VPH como agentes etiolégicos de
canceres del tracto anogenital y una fraccion de los canceres de cabeza y cuello.
La presencia de tejido tumoral en los casos de neoplasias no cervicales fue
confirmada por nosotros en 63 de los 67 bloques de parafina originales y el
estudio incluyé sdlo 39 casos con diagnostico final de NIA o CI, porque los
diagnosticos iniciales cambiaron de NIA a NIB en 24 casos. Los diagnosticos
iniciales y finales coincidieron en los 35 casos incluidos, en tanto que 24 de los 28
casos NIA iniciales cambiaron a NIB y fueron excluidos. Debido a que las lesiones
epiteliales escamosas vaginales premalignas se clasifican como de grado 1 (NIB),
grado 2 y grado 3 —estos dos ultimos sindnimos de NIA— (Tavassoli and Devilee
2003), la discordancia diagndstica parecid resultar de haber incluido lesiones de
grado 2 y 3 en los diagndsticos iniciales y lesiones de grado 3 en los diagnosticos

finales. Por otro lado, la exclusién de 24 casos NIA iniciales (22 de la vagina)
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mejor6 la calidad del estudio. Los criterios diagnosticos mas estrictos del
Laboratorio Patologia de Referencia del ICO para lesiones neoplésicas
preinvasoras dieron lugar a la inclusion de todos los CI, pero sdlo el 14.3% de los
NIA diagnosticados inicialmente.

Los casos de NIB fueron excluidos porque las infecciones por VPH
desaparecen espontaneamente en la mayoria de ellos, pero persisten en NIA y ClI
(Smith et al. 2007). La mayoria de los casos incluidos fueron Cl (89.7%) con las
siguientes localizaciones anatomicas: 48.7% en la cavidad oral (23.1% laringe,
lengua 15.4%, 5.1% paladar, mandibula 2.6%, faringe 2.6%); 41.0% en los
genitales masculinos y femeninos (pene 20.5%, 17.9% vagina, vulva 2.6%). Los
casos de NIA incluidos se localizaron en los genitales femeninos (10.3%): vagina
(7.7%) y vulva (2.6%).

Identificamos siete tipos virales en los casos VPH positivos: cinco de alto
riesgo (VPH 16, 45, 59, 33y 35), y dos de bajo riesgo (VPH 11 en una NIA vulvar
y VPH 54 en un CI vaginal). Infecciones con s6lo un tipo de VPH de bajo riesgo
fueron encontradas en Cl vulvar (VPH 6, 26 0 61) por Sutton et al. (Sutton et al.
2008),yen NIAy Cl anal y perineal (VPH 6y 11) por Cornall et al. (2013).

El tipo viral mas frecuentemente identificado fue VPH 16 (46.1%), seguido
por VPH 45 y 59 (15.4% cada uno). Estos datos son consistentes con el
sefialamiento de que VPH 16 es el tipo mas frecuente en carcinomas vulvares,
anales, vaginales y orales (De Vuyst et al. 2009; Kreimer et al. 2005).

Identificamos VPH 35 en el Gnico Cl oral a pesar de que VPH 18 se asocia
a menudo con carcinomas no cervicales (IARC 2007) y VPH 16 es el mas
prevalente en carcinomas orales (D'Souza et al. 2007).

Detectamos un solo tipo viral en 12 de los 13 tumores VPH positivos
(92.3%), y dos tipos en el tumor restante. Este hallazgo sugiere que la mayoria de
las infecciones por un tipo de VPH estan ligadas al desarrollo de tumores vy
concuerdan con un estudio multicéntrico que demostrd infecciones individuales en
93% de los carcinomas VPH positivos cervicales y no cervicales (de Sanjose et al.
2010).
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El pequefio tamafio de la muestra, derivado de la baja prevalencia de los
carcinomas no cervicales, es una obvia limitacion de este estudio que incluye los
tumores no cervicales diagnosticados a lo largo de mas de una década en un
hospital mexicano relativamente grande, identifica los tumores VPH positivos y los
tipos virales a los que pueden ser atribuidos y permite calcular cuales podrian
haberse prevenido mediante vacunacion contra VPH.

La mayoria de los casos incluidos fueron Cl (89.7%) con las siguientes
localizaciones anatdmicas: 48.7% en la cavidad oral (23.1% laringe, lengua 15.4%,
5.1% paladar, mandibula 2.6%, faringe 2.6%); 41.0% en los genitales masculinos
y femeninos (pene 20.5%, 17.9% vagina, vulva 2.6%). Los casos de NIA incluidos
se localizaron en los genitales femeninos (10.3%): vagina (7.7%) y vulva (2.6%).

Solo 13 (un tercio) de los casos incluidos fueron VPH positivos. Nueve CI:
(seis de la vagina, uno de la vulva, uno del pene y uno de la cavidad oral) y cuatro
NIA (tres de la vagina y uno de la vulva). Estos resultados son consistentes con
los de varios estudios multicéntricos; Kreimer et al. (2005) encontraron una
prevalencia de VPH alrededor del 25% en los carcinomas de cabeza y cuello, De
Vuyst et al. (2009) encontraron prevalencias de 85.3% para Cly 40.4% para NIA
en la vulva y del 90.1% para Cly 69.9% para NIA en la vagina, y Van Aar et al.
(2013) de 16 a 32% en los carcinomas de pene.

Demostramos que el tipo méas prevalente es VPH 16 (46.1%), seguido por
VPH 45y 59 (15.4% cada uno). Estos datos son consistentes con el sefialamiento
de que VPH 16 es el tipo mas frecuente en carcinomas vulvares, anales, vaginales
y orales (De Vuyst et al. 2009; Kreimer et al. 2005).

Suponiendo que las vacunas bivalente, cuadrivalente y nonavalente contra
VPH inducen proteccién completa so6lo contra los tipos virales a los que se dirigen,

las vacunas bivalente y tetravalente podrian haber evitado siete tumores (~54%) y

la nonavalente 11 tumores (~85%), en su mayoria vaginales y vulvares.

Carcinomas cervicales

Un trabajo reciente de nuestro grupo demostré que VPH 33 es el tipo mas

prevalente en las infecciones del cérvix entre mujeres que acuden a las clinicas de
33



colposcopia del estado de San Luis Potosi (DelaRosa-Martinez et al. 2016). Sin
embargo, los resultados del presente estudio indican que VPH 16 es el tipo mas
prevalente entre los 84 casos de carcinomas invasores de cérvix VPH positivos
analizados y que VPH 33 solo estuvo asociado a cuatro de ellos.

Entre los 19 genotipos de VPH que identificamos en los carcinomas
invasores del cérvix 12 fueron de alto riesgo (VPH 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52,
56, 58, 59 y 73), dos de probable alto riesgo (VPH 53 y 66), tres de bajo riesgo
(VPH 11, 44 y 70) y dos no tienen una clasificacion definida (VPH 69/71 y VPH
74). Ademas, identificamos una infeccion Gnica por VPH 70, clasificado como de
bajo riesgo.

El tipo histopatologico mas frecuente fue el carcinoma epidermoide seguido
de carcinoma adenoescamoso y adenocarcinoma. Estos datos coinciden con los
de reportes previos para la poblacion mexicana (Tirado-Gomez et al. 2005). En la
poblacién venezolana se ha descrito el predominio de carcinoma epidermoide
seguido de adenocarcinoma (Suarez et al. 2006), pero también se ha reportado
que el carcinoma escamoso es el de mayor prevalencia seguido del
adenocarcinoma (Sanchez et al. 2016). Tirado et al. (2005) y Suarez et al. (2006)
encontraron que el carcinoma adenoescamoso es el menos prevalente, con
porcentajes similares (2.8% y 2.3%, respectivamente), pero en nuestro estudio el
menos prevalente es el adenocarcinoma (11.9% del total).

En cuanto a la edad de las pacientes, la mayoria de los casos ocurrié en
mujeres de 40 aflos o mayores, lo cual coincide con los datos reportados
globalmente. De igual manera, los estadios clinicos avanzados al momento del
diagnostico fueron los mas prevalentes como ocurre en la poblacion
latinoamericana, donde el 83.4% de los casos de CaCu analizados entre 2004 y
2005 fueron de estadios avanzados (Suarez et al. 2006). Este hallazgo es
consistente con la idea de que la menor supervivencia de las mujeres
latinoamericanas con CaCu se debe principalmente al diagnostico tardio (Palacio-
Mejia et al. 2003).

Aunque la diabetes tipo Il fue la enfermedad concomitante mas prevalente,

no contamos con informacion suficiente para determinar si influye directamente en
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la progresion de la infeccion por VPH al cancer invasor. Aunque no todos los
expedientes contaban con datos de metastasis, su presencia confirma que los
diagnosticos se realizan tardiamente.

En los casos VPH positivos identificamos 19 tipos virales. Doce de alto
riesgo (VPH 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 73). Dos de probable alto
riesgo (VPH 53 y 66). Tres de bajo riesgo (VPH 11, 44 y 70). Dos no clasificados
(VPH 69/71 y VPH 74). Los mas frecuentes son VPH 16, 45 y 51. Entre las 84
infecciones, 49 son Unicas 21 dobles 11 triples y dos cuadruples. Entre las
infecciones Unicas, 85.6% son por tipos virales de alto riesgo, 6.1% por tipos de
probable alto riesgo, 6.1% por tipos no clasificados y sélo el 2.0% por tipos de bajo
riesgo. El tipo mas prevalente es VPH 16, como en otros trabajos en México
(Berumen et al. 2001; Hernandez-Hernandez et al. 2002; Torres Lobaton et al.
2013; Torroella-Kouri et al. 1998) y en otros paises (Clifford et al. 2003; Franco et
al. 1999; Moberg et al. 2005; Munoz 2000).

Entre las infecciones dobles el 61.9% es por VPH 16 y el 47.6% por VPH
45. La infeccion doble méas frecuente es VPH 16+45 (33.3%). Entre las nueve
infecciones triples el 44.4% es por VPH 16 0 45. En las dos infecciones cuadruples
hay VPH 16. La asociacion VPH 16+45 en las infecciones dobles contrasta con la
maés frecuente asociacion VPH 16+18 encontrada por Sanchez et al. (2016).

Como la mayoria de los casos de CaCu corresponden a estadios clinicos
avanzados y mas de la mitad de las mujeres diagnosticadas sigue muriendo, es
necesario hacer el diagndstico oportuno de la enfermedad y llevar a cabo la
vacunacion profilactica, pues las vacunas bivalente y tetravalente podrian haber

prevenido al menos el 50% y la nonavalente el 84% de los tumores VPH positivos.
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