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I. RESUMEN 

 

La incidencia de cáncer anal y oral asociado con el virus del papiloma 

humano (VPH) se ha incrementado en las últimas décadas en hombres que 

tienen sexo con hombres (HSH) y en mujeres que son positivas al virus de 

inmunodeficiencia humana (VIH), lo que representa un problema de salud 

pública. La identificación de las variaciones intratípicas en el genoma de VPH 

durante la infección de la región anal, del cuello uterino y de la cavidad oral, 

especialmente para el tipo VPH16+, en hombres que tienen sexo con hombres 

(HSH) y en mujeres VIH positivas (VIH+), no se han descrito completamente en 

México. 

La incidencia de cáncer de cuello uterino, anal y oral asociado al VPH está 

aumentando, especialmente entre hombres y mujeres VIH+. El VPH-16 ha 

exhibido consistentemente la mayor incidencia entre ellos. La determinación de 

las variantes intratípicas de VPH-16 se ha utilizado para el análisis 

epidemiológico, etiológico y de evolución molecular. Se ha descrito que algunas 

variantes pueden conferir diferentes riesgos patológicos. Existen diversos 

estudios en la literatura internacional sobre la frecuencia y distribución de la 

infección por VPH y la relación con la oncogénesis, y está ampliamente descrito 

el potencial oncogénico del VPH-16; sin embargo, se desconoce porqué 

diferentes pacientes presentan diferencias en la evolución y agresividad del 

cáncer. Mediante técnicas de biología molecular y con base en el genoma viral, 

se han determinado diversas variantes intratípicas de este genotipo viral 

asociadas con las características clínicas. El objetivo de esta investigación fue 

estimar la prevalencia de infección por el VPH en muestras orales y cervicales 
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de mujeres, así como muestras orales y anales de hombres, ambas poblaciones 

positivas a la infección por VIH, así como la identificación de variantes intratípicas 

en las muestras positivas a VPH16. Métodos: Se incluyeron en el estudio a 498 

pacientes (324 hombres y 174 mujeres) que acudieron a la Clínica de VIH del 

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición "Salvador Zubirán", la Clínica 

Condesa" (CEC) y la Clínica de Displasia Cervical en el Departamento de 

Ginecología del Instituto Nacional de Cancerología (INCan), ubicados en la 

Ciudad de México. Se identificó la prevalencia del VPH16 en 216 exudados de 

VIH + HSH: 108 del canal anal y 108 de la cavidad oral. De cada muestra se 

obtuvo y se purificó el ADN mediante el kit Genomics Wizard (Promega). La 

infección por VPH se realizó mediante la identificación del genoma viral por PCR 

utilizando los iniciadores de la transcripción GP5+/6+. Todas las muestras 

negativas se sometieron a amplificación de un fragmento del gen de la β-globina 

para verificar la integridad del ADN. La genotipificación de VPH se realizó 

mediante el kit INNO-LiPA HPV Genotyping Extra II (Innogenetics). Las variantes 

se estudiaron mediante el análisis de la secuencia del gen E6 y la región LCR 

recuperadas de 80 muestras (40 anal y 40 orales) positivas para VPH-16. Los 

datos obtenidos fueron capturados en una base de datos en una hoja de Excell, 

y se analizaron mediante el estadístico de Pearson, utilizando la prueba de X2. 

Los resultados muestran elevada prevalencia de diferentes tipos de VPH tanto 

en el canal anal como en la cavidad oral de estos pacientes VIH + HSH. Entre 

las muestras orales anales, el 70% de la cavidad bucal y el 78% de la región anal 

fueron positivos al tipo 16 del VPH. La variante europea fue la más prevalente 

en la cavidad bucal, en la región anal, muchas de las muestras fueron positivas 

a esta variante. Las variantes asiáticas y africanas americanas fueron 

identificadas en las muestras analizadas. Los datos indicaron que la prevalencia 
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de VPH16 fue más alta en los HSH VIH + mexicanos, siendo el canal anal el sitio 

de infección más común. La variante más prevalente en ambas regiones 

anatómicas fue la europea; sin embargo, en las muestras anales también se 

encontró la presencia de la variante de Asiático Americana y Africana. Para el 

caso de las mujeres la única variante identificada fue la Europea en ambas 

regiones, siendo la intravariante EP350G la más prevalente en ambas 

poblaciones. 

Este es el primer estudio en México, que describe la prevalencia de VPH 

coinfectando el canal anal y la cavidad oral de hombres VIH+ que tienen sexo 

con hombres. Los datos muestran que la prevalencia de VPH16 fue más alta en 

el VIH + MSM mexicano, el desarrollo de lesiones de alto grado en pacientes con 

infecciones por VPH del canal anal o la cavidad oral es independiente del control 

del tratamiento del VIH y las coinfecciones, lo que indica que la urgente 

necesidad de la adopción de métodos apropiados para detección viral podría 

prevenir el desarrollo de cáncer anal u oral en esta población. En las mujeres 

VIH+ se encontró una elevada prevalencia de infecciones múltiples de VPH, 

siendo el genotipo 16 el más frecuente, y la variante intratípica identificada fue la 

EP350G, la cual se ha asociado a un pronóstico poco alentador para las 

pacientes, ya que se asocia con una rápida evolución y mayor agresividad 

oncogénica. 

Palabras clave: Virus del Papiloma Humano, cáncer anal, cáncer oral, cáncer 

cervical, variantes, Virus de la Inmunodeficiencia Humana. 
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ABSTRACT 

The incidence of anal and oral cancer associated with human 

papillomavirus (HPV) infection has increased in recent decades in men who have 

sex with men (MSM), and in women who are positive for Human 

Immunodeficiency Virus (HIV), which represents a public health problem. The 

identification of variations in the HPV genome during infection of the anal region, 

cervix and oral cavity, especially for the HPV 16 + genotype, in men who have 

sex with men (MSM) and in HIV positive women, do not They have been fully 

described in Mexico. 

The incidence of cervical, anal and oral cancer associated with HPV is 

increasing, especially among HIV positive men and women (HIV +). HPV 16 has 

consistently exhibited the highest incidence among them. The determination of 

HPV 16 variants has been used for epidemiological, etiological and molecular 

evolution analysis. The data suggests that some variants correlate with human 

populations and may confer different pathological risks. There are several studies 

in the international literature on the frequency and distribution of HPV infection 

and the relationship with oncogenesis, and the oncogenic potential of HPV 16 is 

widely described; However, different patients have differences in the evolution 

and aggressiveness of cancer. By means of molecular biology techniques and 

based on the viral genome, several intratypical variants of this viral genotype 

associated with the clinical characteristics have been determined. The objective 

of this research was to estimate the prevalence of HPV infection in oral and 

cervical samples of women, as well as oral and anal samples of men, both HIV+ 

populations, as well as the identification of intratypical variants in HPV 16 positive 
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samples. Methods: 498 patients (324 men and 174 women) who attended the 

HIV Clinic of the National Institute of Medical Sciences and Nutrition "Salvador 

Zubirán", the Specialized HIV Clinic "La Condesa" (CEC) were included in the 

study and the Cervical Dysplasia Clinic in the Department of Gynecology of the 

National Cancer Institute (INCan), all located in Mexico City. The prevalence of 

HPV 16 was identified in 216 HIV + MSM exudates: 108 from the anal canal and 

108 from the oral cavity. DNA extraction and purification was performed with the 

Genomics Wizard kit (Promega). HPV detection was performed by PCR using 

GP5 + / 6 + transcription initiators. All negative samples were subjected to a PCR 

for the identification of the β-globin gene fragment to verify the integrity of the 

DNA. For the genotyping of HPV, the INNO-LiPA HPV Genotyping Extra II kit 

(Innogenetics) was used, based on the principle of reverse hybridization of the 

L1 genomic region of HPV, using SPF10 to identify 28 different types of HPV. 

Variant identification was studied by analyzing the sequence of the E6 gene and 

the LCR region analyzed in 80 samples (40 anal and 40 oral) positive for HPV 

16, with the Big Dye terminator kit (Applied Biosystems 3500 / 3500xL Genetic 

Analyzer) The data obtained were captured in a database on an Excell sheet, 

and analyzed using the Pearson statistic, using the X2 test. The results show a 

very high prevalence of different types of HPV both in the anal canal and in the 

oral cavity of these HIV + MSM patients. Among the oral oral samples, 70% of 

the oral cavity and 78% of the anal region were positive for HPV 16. The 

European variant was the most prevalent in the oral cavity, in the anal region, 

many of the samples were positive for this variant. Asian and African American 

variants were identified in the samples analyzed. The data indicated that the 

prevalence of HPV 16 was higher in Mexican HIV + MSM, the anal canal being 

the most common site of infection. The most prevalent variant in both anatomical 
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regions was the European one; however, in the anal samples the presence of the 

Asian American and African variant was also found. In the case of women, the 

only variant identified was the European one in both regions, with the intravariant 

EP350G being the most prevalent in both populations. 

This is the first study in Mexico, which describes the prevalence of HPV 

coinfecting the anal canal and oral cavity of HIV + men who have sex with men. 

The data show that the prevalence of HPV 16 was higher in HIV + Mexican MSM, 

the development of high-grade lesions in patients with HPV infections of the anal 

canal or oral cavity is independent of the control of HIV treatment and 

coinfections, indicating that the urgent need for the adoption of appropriate 

methods for viral detection could prevent the development of anal or oral cancer 

in this population. 

In HIV + women, a high prevalence of multiple HPV infections was found, 

genotype 16 being the most frequent, and the intratypical variant identified was 

EP350G, which has been associated with a poor prognosis for patients, since it 

is associated with rapid evolution and greater oncogenic aggressiveness. 

Keywords: Human papillomavirus, anal cancer, oral cancer, cervical cancer, 

variants, human immunodefiency virus. 
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II. INTRODUCCIÓN 

El cáncer cervicouterino (CaCu) es una alteración maligna en la zona de 

transformación del epitelio del cérvix, debido a mutaciones genéticas que 

ocurren en el ADN celular y se manifiesta inicialmente a través de lesiones 

precursoras denominadas lesión intraepitelial escamosa de bajo (LEIBG) y de 

alto grado (LEIAG), de lenta y progresiva evolución, que suceden en etapas de 

displasia leve, moderada y severa y pueden evolucionar a cáncer in situ, 

caracterizado por limitarse exclusivamente a la membrana basal del epitelio, a 

diferencia del cáncer invasor en el cual las células afectadas alcanzan órganos 

próximos al cuello uterino. Se ha descrito que el desarrollo de una lesión oscila 

entre los 20 a 30 años de evolución a CaCu de los 45 a 60 años de edad 

(Schiffman, et al., 2016). Sin embargo, actualmente se han reportado mujeres 

menores de 40 años con CaCu (SSA 2017).  

A partir de las aportaciones de Harald Zur Hausen (1976) sobre el papel del 

VPH en el Cacu, actualmente está ampliamente documentada la oncogénesis 

de este virus y se ha demostrado que los VPH de alto riesgo (VPH-AR) 

promueven el desarrollo de CaCu mediante mecanismos oncopatogénicos 

(Lizano-Soberón, et al., 2009). Sin embargo, existen pocos estudios sobre esta 

patología en individuos que viven con la infección por el virus de la 

inmunodeficiencia humana (VIH+), tampoco se conoce la participación de VPH 

en la oncogénesis entre hombres VIH+. 

Con base en el análisis de secuencia del genoma del VPH, se han reconocido 

más de 100 tipos de VPH que causan diversos rangos de lesiones epiteliales. A 

nivel evolutivo todos los papilomavirus que se conocen se han agrupado en 16 

géneros y los VPH se agrupan en 5 de estos géneros. Los dos géneros de VPH 

más importantes son los papilomavirus Alpha (α) y los Beta (β). La mayoría de 
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los VPH que infectan área genital pertenecen al género Alpha (De Villiers et al., 

2004). Cerca de 35 tipos virales de VPH se identifican en lesiones benignas y 

malignas del tracto anogenital tanto en hombres como en mujeres. El 

papilomavirus genotipo 16 es el más prevalente de los VPH oncogénicos, 

responsable de más de la mitad de los tumores, mientras que el papilomavirus 

genotipo 18 está involucrado en el 20% de los mismos (Globocan, 2018). 

Estudios en distintas partes del mundo han demostrado la existencia de 

variantes intratipicas de los tipos 16 y 18 de VPH. La existencia de estas 

variantes moleculares ha permitido establecer patrones de dispersión de estos 

virus durante su evolución, de esta manera se han identificado cinco diferentes 

ramas filogenéticas para el VPH-16 y se ha podido establecer que la diversidad 

viral se asocia con la etnicidad de las poblaciones, existen estudios que buscan 

secuencias virales en muestras de tumores de la población mexicana y se 

observó la presencia de variantes de los tipos 16 y 18 principalmente. Con 

relación al VPH-16 se ha reportado una variante en más de la mitad de los 

tumores con este genotipo viral que pareciera tener un comportamiento más 

agresivo. En el caso del VPH-18 se encontraron en cerca de la cuarta parte de 

las muestras positivas, dos variantes moleculares que en apariencia presentan 

un comportamiento biológico diferente (Lizano-Soberón, 2009). 

Respecto a la infección en la población masculina, diversas 

investigaciones han reportado que el principal portador de VPH es el hombre, 

debido a aspectos socioculturales que propician la adopción de comportamientos 

de riesgo para contraer y diseminar la infección, como la baja frecuencia en el 

uso de métodos de barrera por atentar contra la masculinidad, el machismo que 

ha llevado a que el hombre no se interesen por temas relacionados con esta 

infección y se ha reportado que el consumo de alcohol y otros psicoactivos 
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conlleva a tener comportamientos de riesgo para adquirir la infección. La 

prevalencia de infección por VPH en individuos VIH + es alta (Darwich, et al., 

2013). Dentro de esta población, el número de parejas sexuales aumenta el 

riesgo de infección y reinfección por múltiples tipos de VPH y disminuye su 

probabilidad de eliminación (De Pokomandy, et al., 2009). En comparación con 

la población general, la persistencia del VPH en personas con VIH aumenta 

significativamente hasta 15 veces más el riesgo de desarrollar cáncer anal. Se 

pueden identificar dos subgrupos de riesgo en la población infectados con VIH: 

hombres que tienen relaciones sexuales exclusivamente con mujeres y hombres 

que tienen relaciones sexuales con hombres. De acuerdo con esto, los hombres 

que tienen sexo con mujeres infectados con VIH en los Estados Unidos durante 

el periodo de 1996 a 2007 tuvieron una incidencia de cáncer anal 

significativamente mayor en comparación con los hombres sin infección por VIH 

(46 vs 2 por cada 100,000 personas/año). La incidencia de cáncer anal en 

hombres que tienen sexo con hombres (HSH) VIH+ durante el mismo periodo de 

tiempo fue de 131 por cada 100,000 personas/año, 80.3 por ciento más en 

comparación con los hombres sin VIH (Silverberg, et al., 2012). En México, se 

carece de estudios que aborden la coinfección entre VPH y VIH. 
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III REVISIÓN DE LA LITERATURA 

 

La infección por el virus del papiloma humano (VPH) y de 

inmunodeficiencia humana (VIH) parece afectar la epidemiologia actual de 

enfermedades de transmisión sexual de una manera bidireccional. Ambas 

infecciones representan una pandemia y un reto a los sistemas de salud tanto 

en prevención como en detección a nivel mundial (Biggar RJ et al., 2007). La 

relación entre el VPH, VIH y cáncer en las regiones anogenitales y cavidad oral 

se ve asociado a diversos factores como son el comportamiento sexual de alto 

riesgo, los subtipos de VPH, el estado inmunológico de la enfermedad. El 

comprender e identificación de estos factores en una población especifica puede 

ayudar a mejorar los sistemas de detección oportuna y prevención relacionada 

a este tipo de infecciones. 

El VPH es el agente causante del cáncer cervical y anal y así como de 

algunos canceres provenientes de la cavidad oral y otros tipos de cáncer 

epiteliales (Palefsky, 2006). La prevalencia y la incidencia de la infección por 

VPH anogenital en individuos infectados con VIH son sustancialmente más altas 

que en individuos no infectados con VIH (Palefsky et al., 1998). Las personas 

infectadas por el VIH también tienen un mayor riesgo de neoplasia asociada al 

VPH (Palefsky, 2009, 2012). Una vez que se establece la infección por VPH, la 

inmunidad atenuada puede reducir el aclaramiento viral y, en última instancia, 

contribuir al desarrollo de la neoplasia asociada al VPH. Sin embargo, las 

interacciones directas e indirectas entre el VIH y el VPH dentro del epitelio 

también pueden desempeñar un papel en la infección inicial del epitelio por el 

VPH. 
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La relación entre el cáncer cervical y el VPH es bien conocida. El cáncer 

cervical sigue siendo uno de los tipos de cáncer más frecuentes entre las mujeres 

de todo el mundo, dando lugar a aproximadamente 275 000 muertes al año en 

conjunto (Shiffman et al, 2007).  Además del cáncer cervical, se sabe que 

algunos otros tipos de cáncer se asocian con el VPH, como el cáncer de pene, 

orofaringe, vulva, vagina y ano (IARC, 2007). De estos, el cáncer de orofaringe 

(Chaturvedi et al, 2008) y de ano destacan por su incidencia cada vez mayor 

(Joseph et al, 2008). Sin embargo, la epidemiología del cáncer anal se diferencia 

particularmente en que el riesgo es mayor en ciertos grupos considerados como 

de alto riesgo, incluyendo los relacionados con el VIH y con la inmunosupresión 

asociada a los trasplantes. Al igual que en el cáncer cervical, el cáncer anal es 

precedido de una serie de cambios precancerosos es decir, la neoplasia 

intraepitelial anal (AIN), planteando la posibilidad de que al igual que el en cáncer 

cervical, se puedan dirigir los esfuerzos preventivos hacia los grupos de alto 

riesgo, dando un ejemplo único de un programa de detección selectivamente 

dirigido a individuos de alto riesgo (Nytray A, et al 2008). 

 

A. Virus del Papiloma Humano 

Los virus del papiloma humano representan un grupo heterogéneo que 

infecta los tejidos epiteliales. Los tipos 16 y 18 se asocian con el cáncer 

cervicouterino (CaCU) (Nielson et al, 2007) y los 6 y 11 con lesiones benignas, 

como el condiloma acuminado (Bernard 2005; Boshart et al, 1984). Hasta el 

momento se han clasificado cerca de 200 tipos virales distintos, 100 de ellos 

están bien caracterizados. Los tipos se consideran distintos cuando la secuencia 

de nucleótidos de su genoma es diferente en más de 10% dando origen a las 

variantes (Muñoz et al, 2003). Sin embargo, todos los virus del papiloma humano 
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tienen estructura y organización genética similar: se componen de una molécula 

de ADN circular de doble cadena, de 8,000 pares de bases y una cápside 

icosaédrica compuesta de 72 capsómeros producidos de dos proteínas 

estructurales y no tienen envoltura nuclear. El ADN viral tiene ocho genes, de los 

cuales seis codifican para proteínas tempranas (E) y dos para proteínas tardías 

(L). Las proteínas E5, E6 y E7 están implicadas en la transformación neoplásica 

y E1 y E2 en la replicación del genoma viral; también, E2 regula la expresión de 

los genes tempranos y, particularmente, reprime la expresión de los oncogenes 

E6 y E7. Los genes L1 y L2 codifican para las proteínas de la cápside. Además 

de estos genes, el genoma viral tiene una región de 800 pares de bases, 

conocida como región larga de control o región reguladora, que contiene diversos 

elementos de regulación de la transcripción y el origen de replicación vial. Casi 

la mitad de los tipos de VPH infecta el conducto genital y el resto produce 

verrugas benignas, entre otras lesiones en la piel y las mucosas no genitales 

(Zehbe et al, 1998).   

 

 

 

 

 

 



21 

 

 

Figura 1. Estructura del genoma del VPH. Se muestran las regiones genómicas 

tempranas, tardías y la región de control. Tomado de Genes and Maped 

Phenotypes NCBI. 

 

Los virus del papiloma humano asociados con lesiones genitales se 

dividen en virus de alto y bajo riesgo. Se han identificado 15 tipos virales de alto 

riesgo (oncogénicos) asociados con el cáncer cervicouterino y con la neoplasia 

intraepitelial cervical de alto grado; los más comunes son los tipos 16, 18, 31, 33, 

35, 39, 45, 52, 56, 58 y 59.13,14 Los virus de bajo riesgo, como los tipos 6, 11, 

40, 42, 43,  44, 54, 61, 72, 81, se asocian con las verrugas genitales comunes, 

el condiloma  acuminado, la neoplasia intraepitelial de bajo grado y las 

infecciones asintomáticas (Zehbe et al, 1998).  

Las variantes del virus del papiloma humano difieren entre sí hasta en 2% 

de su genoma, y algunas de estas se han relacionado con lesiones más 

avanzadas o tipos histológicos de comportamiento más agresivos (Muñoz et al, 

2003; Zehbe et al, 1998; Bosch et al. 1995). La incidencia de CaCu entre los 
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diferentes países aún no se asocia con la distribución de los tipos virales, pero 

puede relacionarse con la distribución específica de variantes virales, porque su 

distribución es diferente por regiones geográficas. Las variantes del VPH16 

tienen distribución distinta entre los cinco continentes. Las variantes asiático-

americanas se encuentran principalmente en México, Centro, Sudamérica y 

España; las variantes africanas en África; las asiáticas en el sudeste de Asia y 

las variantes europeas en todas las regiones, excepto en África. Se conocen 

variantes virales para los VPH 18, 33, 45, 52, 53, 58 y 66, entre otros (Lizano et 

al, 1997). En México se han detectado variantes del VPH 18, 31, 35 y 45, algunas 

de ellas asociadas con tipos histológicos de CaCu, cuyo comportamiento es más 

agresivo (Palefsky et al, 1999; Critchlow et al, 1998). Recientemente se 

descubrió en México la variedad asiático-americana (compuesta de las 

subclases asiático-americanas en América del Norte y asiático-americanas de 

Centroamérica del VPH16, detectada en casi la cuarta parte de las mujeres 

mexicanas con CaCu y su prevalencia no existe, o es muy baja, en el resto del 

mundo. Las variantes de otros tipos del virus se han estudiado poco o aún no se 

investigan la mayor parte de ellos (Palefsky et al, 1991).  

 

1. Oncogénesis 

La transmisión de los VPH es diversa: puede ocurrir en el periodo perinatal 

(Tanti et al, 1999), y más adelante en la vida, por contacto sexual (Scully et al, 

2002) y por autoinoculación (Summersgil et al, 2001) y algunos autores sugieren 

que su demás una posible transmisión por saliva (Gutman et al, 1999). La 

infección puede adquirirse en diferentes etapas tempranas de la vida, ya que se 

ha demostrado la presencia de este virus en 6% de la población infantil, 13% de 

los adolescentes y en el 23% de la población adulta (Summersgil et al, 2001).  
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Cada tipo de VPH se encuentra asociado con el desarrollo de lesiones 

específicas que se localizan en sitios anatómicos definidos del epitelio escamoso 

cutáneo y mucoso (Hazard et al, 2007). Los VPH se han clasificado en dos 

grandes grupos, basados en el tipo y pronóstico de la lesión que son capaces de 

inducir después de la infección, en: virus de alto riesgo y de bajo riesgo (Muñoz 

et al, 2003). 

El cáncer de cérvix se ha utilizado como modelo en la patogénesis de las 

neoplasias malignas mediadas por la infección del VPH. En el cáncer de cabeza 

y cuello, el genoma del VPH con frecuencia se encuentra, aunque no 

exclusivamente, integrado en el genoma de la célula huésped (Wentzensen et 

al, 2004). La integración del genoma viral al ADN celular provoca el rompimiento 

del gen E2, dando como resultado la pérdida de control transcripcional mediado 

por E2, llevando a una desregulación de la expresión de las oncoproteínas E6 y 

E7. Es decir, la transcripción de los oncogenes E6 y E7 inicialmente es reprimida 

por la proteína E2 (Mellin et al, 2002; Jeon et al, 1995).  
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Figura 2. Integración del genoma viral. Representación esquemática del genoma 

viral. La región E5 participa en la señalización y anclaje viral a la célula 

hospedera. La región E6 y 7 participan en la desregulación del ciclo celular. El 

resto de la región E participa en la trascripción del genoma viral. Tomado de 

Genes and Maped Phenotypes NCBI. 

 

Las infecciones por VPH con alta carga viral son capaces de producir 

grandes cantidades de unidades de proteína E6 y E7, cuya acumulación en 

pacientes con sistemas inmunológicos incompetentes, al bloquear la acción de 

p53 y RB, incrementa el riesgo de transformación maligna (Ha et al, 2004). 

La forma de replicación del VPH es diferente dependiendo del tipo de lesiones; 

en las lesiones benignas el genoma del VPH se replica de forma episomal 

extracromosómica (plásmido) mientras que, en las lesiones malignas, como las 
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del cérvix, el ADN viral se integra en el cromosoma del hospedero y se replica 

con éste (IARC, 1995). Como en el cáncer cervical, en el carcinoma de células 

escamosas de cavidad oral y orofaringe (CCECO-OF) el genoma del VPH puede 

encontrarse de forma episomal, integrado o de ambas formas (IARC, 1995; 

Syrjanen et al, 1983).  Si bien, en algunos carcinomas de cabeza y cuello, 

principalmente los de amígdala, no se aprecia integración del ADN-VPH, pero 

puede detectarse la expresión de los oncogenes virales, lo cual indica que la 

integración del ADN-VPH no es un evento necesario para la carcinogénesis (de 

Villers, et al, 1985). Con base en evidencia molecular y epidemiológica, en 1995 

la Agencia Internacional de Investigación en Cáncer (IARC) reportó el efecto 

carcinogénico de los VPH tipo 16 y 18 en humanos (Palefsky et al, 1998).   

 

2. Ciclo de Vida 

Los virus del papiloma son específicos de su hospedero y presentas 

tropismo por las células epiteliales escamosas produciendo proliferación en pie 

y mucosas. La infección por VPH se transmite por contacto directo, empieza en 

las células basales, las cuales son mitóticamente activas, después el virus puede 

permanecer ahí, integrarse al genoma o replicarse y producir partículas virales. 

El ciclo completo que incluye la síntesis del ADN viral, la producción de las 

proteínas de la cápside viral y el ensamblaje de los viriones se produce 

selectivamente en queratinocitos diferenciados (Pfister et al, 1987). Las células 

basales son poco activas en la expresión de proteínas virales ya que existen 

factores celulares que regulan negativamente la transcripción viral. Al migrar a la 

capa granular estas células se diferencian y ya no pueden dividirse. En estas 

células comienza la transcripción activa de secuencias virales tempranas y 

tardías, se sintetizan proteínas y las partículas virales se ensamblan en algunas 
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de las células superficiales. Solo una de las cadenas de ADN del VPH es activa 

transcripcionalmente y es mantenido con un bajo número de copias en el núcleo 

de las células infectada y bajo la diferenciación del epitelio se mueve a la 

superficie (Baker et al, 1987).  

 

 

Figura 3. Infección por VPH. Dinámica de la infección por VPH en el cuello 

uterino. (Tomado de Nature Rewiews 2002). 

 

B. VPH y cáncer cervical 

Según la Organización Mundial de la Salud, el cáncer cervicouterino es la 

segunda causa de mortalidad femenina por cáncer en todo el mundo, pero es la 
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primera en países en vías de desarrollo, con unas 300 000 muertes al año. En 

México ocupa el primer lugar de incidencia y es la principal causa de mortalidad 

por cáncer en mujeres en edad reproductiva.  Su incidencia está relacionada con 

la infección por el VPH de alto riesgo, los genomas virales se encuentran 

presentes en el 99.7% de los carcinomas cervicales (Zur Hausen, 1999). Los 

tipos más prevalentes dentro de este grupo son el VPH16 con alrededor del 50% 

y el VPH 18 con aproximadamente el 20% de prevalencia en el cáncer cervical 

(García-Carrancá y Gariglio, 1993).  

Los tipos de VPH transmitidos sexualmente pueden persistir por muchos 

años sin causar ningún daño a las células, solo una pequeña fracción de éstas 

progresan a lesiones neoplásicas, lo cual indica que deben existir otros factores 

implicados en la determinación de la progresión a transformación maligna. La 

sobreexpresión de los oncogenes E6 y E7 así como la integración del ADN del 

VPH, causan desestabilización en los mecanismos de reparación del ADN de la 

célula blanco, incrementando la replicación celular y la presencia de mutaciones 

(De Villers et al., 2002).  

Se estima que aproximadamente 630 millones de personas en todo el 

mundo podrían estar infectadas con el VPH; la infección afecta más a mujeres 

que a hombres. Entre el 50 % y el 80 % de las mujeres sexualmente activas se 

infectan con el VPH, al menos una vez en la vida y por lo general, las mujeres 

contraen el VPH en el período que va desde los últimos años de la adolescencia 

hasta los inicios de los 30 años, se observa que el punto más alto de la infección 

por VPH coincide con el inicio de la vida sexual en las niñas y las mujeres jóvenes 

menores de 25 años. 
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C. VPH y cáncer oral 

El carcinoma de células escamosas de cavidad bucal y orofaringe 

(CCECO-OF) representa del 2 a 3% del total de las neoplasias malignas 

diagnosticadas en nuestro país (Compendio de registro histopatológico de 

Neoplasias en México) (Guillen et al., 2000). Aunque es relativamente raro, se 

trata de una entidad importante, ya que tienen un mal  pronóstico y las secuelas 

del tratamiento suelen ser devastadoras.  

Aproximadamente el 60% de los casos son diagnosticados en etapas 

avanzadas y el pronóstico de supervivencia oscila entre 10 y 40% a 5 años, 

dependiendo el sitio específico y su resecabilidad (DGE-RHNM, 2002). En tanto 

que el tratamiento en etapas avanzadas está compuesto de combinaciones de 

cirugía, radioterapia y quimioterapia, esta combinación de tratamientos con 

frecuencia produce pérdidas funcionales severas y significativo deterioro 

estético. 

Dentro de los canceres de cabeza y cuello el CCECO-OF, representan un 

grupo importante, ya que constituye el 50% de las malignidades de esta región 

(que también incluye a la laringe, hipo faringe, fosas nasales, senos paranasales 

y el esófago cervical). Con frecuencia, estas neoplasias son estudiadas en 

conjunto, ya que existe la noción de que comparten aspectos etiológicos, 

fisiopatológicos, abordajes diagnósticos y principios de tratamiento, aunque 

evidencia reciente sugiere que esto podría no ser del todo cierto. 

Específicamente, la mayoría de los cánceres bucales se desarrollan en la 

lengua (dos tercios anteriores de la lengua) y el piso de la boca, mientras que en 

la orofaringe son más comunes en la base de lengua (el tercio posterior de la 

lengua) y la fosa amigdalina. Aunque en la fosa amigdalina aumenta la 
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proporción de linfomas, en conjunto, un 90% de los tumores son carcinomas de 

células escamosas. Como se mencionó anteriormente, los cánceres de la 

cavidad bucal y la orofaringe han sido asociados a los mismos factores de riesgo 

y etiológicos, principalmente los derivados de la exposición al tabaco y el alcohol; 

sin embargo, existe evidencia que sugiere que el virus papiloma humano juega 

un papel importante en el desarrollo de CCECO-OF, independientemente de la 

exposición al tabaco y el alcohol (Gillison et al, 2000; Vermorken et al, 2007)  

Dado que el VPH es el principal causante del cáncer cervicouterino y que 

se ha comprobado su presencia en la cavidad oral se ha propuesto que el VPH 

puede actuar en la mucosa oral de manera similar a la del cérvix donde ya se ha 

estudiado ampliamente su mecanismo de transformación (Proia et al, 2006; 

Anderson et al, 2002; Gillison et al, 2001). 

Se ha mostrado que el VPH se encuentra presente en la mucosa oral de 

sujetos sanos, pacientes con lesiones menores y pacientes con carcinomas de 

hecho, se sabe que gran parte de la población en general puede tener VPH en 

la mucosa de la cavidad oral sin que provoque alguna lesión (Bagley et al, 1998). 

Por lo que se puede pensar que el virus no es necesariamente el principal 

causante del tumor de cavidad oral. Contrario a esto, se ha reportado que 

algunos pacientes con cáncer oral que no tienen un historial de exposición 

crónica al tabaco o al alcohol en su tiempo de vida son positivos para tipos de 

VPH de alto riesgo lo que podría sugerir que el VPH requiere de períodos largos 

de tiempo para poder desarrollar un tumor (Frias et al, 1997). 

El carcinoma de células escamosas de cavidad bucal y orofaringe 

(CCECO-OF), representa del 2 a 3% del total de las neoplasias malignas 

diagnosticadas en nuestro país.  Estudios moleculares y epidemiológicos 
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recientes han demostrado el papel que tiene el VPH en la etiología de cánceres 

orofaríngeos (Smeets et al, 2006; Kreimer et al, 2005). 

En México, la información epidemiológica con relación al CCECO-OF es 

escasa. Según el Registro Histopatológico de Neoplasias de México en el año 

2002, se reportaron 820 casos de cáncer bucal y 147 de la orofaríngeo de un 

total de 108,064 malignidades. Lo que significó casi el 1%, mientras que el 75% 

de los casos se presentó en la cavidad bucal y 25% en la orofaringe. La relación 

hombre y mujer fue de 1.4:1, en la cavidad bucal y 3.4:1, en la orofaringe.  

Estos indicadores se han mantenido constantes en los años recientes, 

pero sin duda subestiman la verdadera incidencia debido a que no proceden de 

un registro con base poblacional. Aunque la tasa de mortalidad es pequeña, la 

letalidad es alta, ya que se estima que uno de cada dos afectados muere por la 

enfermedad (Hammarstedt et al, 2006). 

A pesar de su relativa presentación, el CCECO-OF en conjunto, es el 

cáncer más frecuente del tracto aéro digestivo superior y representan un 

problema clínico importante debido a que comúnmente se diagnostica en etapas 

avanzadas, asociándose a un pronóstico grave e importantes secuelas estéticas 

y funcionales. En un estudio realizado en el Instituto Nacional de Cancerología 

de México, se reportó que la máxima frecuencia de CCECO ocurre entre los 50 

y 70 años,con una edad promedio de 60 años, y en forma muy interesante, sin 

diferencias significativas entre género en cuanto a su frecuencia (Paz et al, 

1997). 

La acumulación de diversos cambios genéticos y epigenéticos asociados 

al desarrollo de cáncer de cabeza y cuello sugieren dos diferentes vías 

moleculares asociadas con la carcinogénesis, una asociada a la exposición de 
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algunos agentes carcinogénicos presentes en el tabaco y alcohol, sin la 

participación de la infección por VPH y la otra exclusivamente con la participación 

del VPH (Hobbs et al, 2006).   

 

 

Figura 4.  Alteraciones genéticas y epigenéticas. El desarrollo de la oncogénesis 

viral es multifactorial donde participan factores externos e internos como se 

ilustran en el diagrama. 

 

En un estudio reciente, realizado en el Instituto Nacional de Cancerología 

de México (INCan), se observó que en el 16% de los pacientes con cáncer bucal 

no existía el antecedente de consumo de tabaco, alcohol, o infección por VPH, 

por otro lado, el 53% de los casos de cáncer bucal con infección por VPH, no 

tenían historia de consumo de tabaco y alcohol.  La prevalencia de VPH para los 

casos de cáncer bucal fue de 43%, siendo los tipos VPH-16 y 18 los más 
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frecuentes (55% y 18% respectivamente) (Anaya-Saavedra et al, 2008).  Estos 

resultados coinciden con lo reportado por un estudio previo, donde la frecuencia 

de VPH asociada a CB fue del 42% (Ibieta et al, 2005). 

 

D. VPH en el cáncer anal 

El VPH puede causar cáncer anal tanto en hombres como en mujeres. Es más 

común entre las personas con el VIH (virus de inmunodeficiencia humana) y en hombres 

que tienen actividad sexual con otros hombres. Tipos de alto riesgo del VPH son 

también el principal factor de riesgo para el desarrollo de la lesión precursora en 

la neoplasia intraepitelial anal (AIN) y del cáncer anal (Frisch M, et al, 2000; 

Palefsky JM, et al 2009; Weilton ML, 2004, Dillner J, et al 2000; Aboulafia DM, 

2001; Guillen SM, 2006). Este tipo de población se caracteriza por la presencia 

de infecciones más prolongadas, lo cual conlleva a el aumento de la severidad 

de las lesiones epiteliales (Palefsky JM, 2006) y una mayor frecuencia de 

tumores malignos relacionados con la infección por VPH (Hosper HJ, 2005), por 

lo que la incidencia de cáncer anal en HSH con VIH es dos veces mayor en 

comparación con los sujetos VIH negativos (Nielson CM, et al 2007).  

En contraste con otras neoplasias malignas asociadas con el VIH, la 

incidencia de cánceres asociados al VPH, como el cáncer anal, no ha aumentado 

desde la introducción de la terapia antirretroviral (TAR) (Palefsky, 2009). Varios 

estudios han demostrado que el tratamiento antirretroviral para la infección por 

VIH ha hecho poco para reducir el aumento del riesgo de infección anal por VPH 

en hombres y mujeres (Palefsky et al., 2005) (Hessol et al., 2009). Otros han 

demostrado un beneficio para la eliminación de la infección cervical por VPH en 

mujeres infectadas con VIH y la infección anal por VPH en hombres al iniciar el 

tratamiento antirretroviral, pero en general, la prevalencia de la infección cervical 
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y anal por VPH sigue siendo alta entre los individuos infectados por el VIH en la 

era ART (de Pokomandy et al., 2009). Los mecanismos que subyacen en el 

beneficio limitado de ART con respecto a la alta prevalencia e incidencia 

continuada de infección por VPH en individuos infectados por VIH son poco 

conocidos (Kang y Cu-Uvin, 2012). 

El desarrollo de la neoplasia asociada al VPH se inicia con la entrada del 

VPH en las células basales y parabasales del epitelio. El trabajo en modelos 

animales sugiere que la penetración del VPH a través de múltiples capas del 

epitelio escamoso estratificado requiere una ruptura mecánica o desgarro 

(Roberts et al., 2007). Es posible que la coinfección con virus como el VIH 

también provoque una alteración epitelial. Si es así, la interrupción epitelial 

asociada con el VIH puede ser un mecanismo que contribuye al aumento del 

riesgo de infección por VPH entre las personas infectadas por el VIH. Varios 

estudios han demostrado que la infección por VIH puede alterar el epitelio de la 

mucosa intestinal (Kapembwa et al., 1996; Kapembwa et al., 1991; Maingat et 

al., 2011; Obinna et al., 1995; Sankaran et al., 2008). Sin embargo, no se sabe 

que el VPH infecte el epitelio intestinal, y el efecto de la infección por VIH en la 

integridad de los epitelios mucosos oral y anogenital, que son ambos objetivos 

de la infección por VPH, no se han sido bien estudiados. 

 

E. Variantes de VPH  

El criterio de clasificación de los VPH se basa en la secuencia nucleotídica 

del gen viral L1 que codifica para la proteína principal de la cápside (Zur Hausen, 

1996) y es una región altamente conservada; así, se establece un nuevo tipo 

viral cuando éste difiere en más de un 10%  de los tipos conocidos; un subtipo si 

esta divergencia oscila entre 2 y 10% y una variante intratípica cuando la 
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divergencia es menor al 2%. Los primeros trabajos de variabilidad genética se 

iniciaron con VPH16, por ser el virus de alto riesgo más prevalente en cáncer de 

cérvix, a nivel mundial. Estos estudios se basaron en la comparación de las 

secuencias nucleotídicas de distintos aislamientos con el virus clon referencial o 

prototipo, que fue el primer VPH16 descrito. Ho y col en 1993 definieron el primer 

árbol filogenético basado en un fragmento de la región larga de control (LCR), a 

partir de aislamientos de VPH16 realizados en los distintos continentes. Este 

árbol reveló cinco ramas: africanas (Af-1 y Af-2), asiática- americana (AA), 

europea (E) y asiática (As), quedando el clon referencial dentro de la rama E. 

Estudios similares de variabilidad fueron realizados para VPH 18 (Ong et al, 

1993). El análisis filogenético mostró tres ramas: europea (E), africana (Af) y 

Asiática (As), la cual incluía al clon referencial. Posteriormente se analizaron 

otros genes virales, tales como L1 y L2 y los oncogenes virales E6 y E7. Las 

diferencias de la secuencia nucleotídica en estos genes podrían vincularse con 

cambios en la respuesta inmunológica del hospedador y en el potencial 

oncogénico, respectivamente (Villa et al, 1997; Yamada et al, 1997; Yamada et 

al, 1995). Se observó una fuerte covariación intergenérica, por lo que las 

diferencias nucleotídicas encontradas en una región genómica pueden usarse 

para identificar diferentes linajes de VPH. 

Las lesiones preneoplásicas y neoplásicas del cuello uterino se asientan 

preferentemente en el área de unión de los epitelios escamoso (ectocérvix) y 

columnar (endocérvix), llamada zona de transformación. Según la estirpe celular 

de la que se origine el tumor (epitelio escamoso o glandular), puede tratarse de 

un carcinoma escamoso, adenocarcinoma o mixto, además de otras variedades 

histológicas menos frecuentes (Hopkins et al, 1991). El comportamiento 

biológico de los distintos tipos histológicos es diferente, siendo los 
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adenocarcinomas en general más agresivos, refractarios a las terapias 

convencionales y de peor pronóstico. Si bien la relación entre la infección por 

VPH y el desarrollo del cáncer escamoso ha sido ampliamente estudiada, la 

información disponible acerca del adenocarcinoma es mucho menor, en parte 

debido a su baja frecuencia. 

Algunos autores han asociado el VPH16 preferentemente con carcinomas 

escamosos y a VPH 18 con adenocarcinomas (Tase et al, 1988; Muñoz et al, 

1995). También se ha vinculado la presencia de determinadas variantes 

intratípicas de los virus de alto riesgo, con el tipo histológico y el curso clínico de 

la lesión (Lizano et al, 1997). Sin embargo, el papel de los distintos tipos y 

variantes moleculares de VPH no ha sido totalmente dilucidado. Los nombres de 

los linajes derivan de la procedencia geográfica de las poblaciones en las que 

son más prevalentes (Huertas-Salgado et al, 2011). Por otro lado, se ha descrito 

que existen diferencias de potencial carcinogénico y se ha demostrado para 

diferentes variantes VPH16. En el caso de variantes no europeas, se han 

encontrado con más frecuencia en lesiones agresivas y de alto grado con CCU 

(Schiffman et al, 2005). 
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IV. OBJETIVOS 

A. Objetivo General 

Estimar la prevalencia del Virus del Papiloma Humano en hombres y 

mujeres VIH+, e identificar las variantes  en muestras positivas a VPH16. 

  

B. Objetivos específicos 

 

1.- Determinar la prevalencia del VPH, en muestras orales y cervicales, así 

como orales y anales de mujeres y hombres, respectivamente y positivos a VIH. 

2.- Identificar la presencia de infecciones múltiples de VPH de alto y bajo 

riesgo en muestras orales y cervicales, orales y anales mujeres y hombres 

positivos a VIH. 

3.- Determinar las variantes intratípicas en muestras positivas a VPH16 en 

ambas regiones anatómicas mediante el análisis de la secuencia del gen E6 

identificado en mujeres y hombres positivos a VIH. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

A.  Área y Tipo de estudio 

Estudio epidemiológico descriptivo, prospectivo de corte transversal. 

El área de estudio fue la Ciudad México (CDMX) de los Estados Unidos 

Mexicanos, cuenta con una superficie de 1,485 km2 dividida en 16 alcaldías. El 

número de personas infectadas con VIH en la Ciudad de México es de 

alrededor de 40 mil y quizás sea un poco más entre 40 o 50 mil, porque la 

estimación para el país es de 220 y 230 mil respectivamente. La 

estimación de personas diagnosticadas es del 60 por ciento de personas 

que viven con VIH. 

Las muestras de mujeres fueron obtenidas del programa CENSIDA de la 

Secretaria de Salud, específicamente por la Clínica Especializada La Condesa 

(CEC) la que tiene mayor afluente de pacientes, representando el 63.5% de la 

atención de los pacientes VIH en CDMX. En la Clínica de Displasia del Instituto 

Nacional de Cancerología (INCan) se seleccionaron a las pacientes VIH 

positivas que acudieron atención médica para la realización del presente estudio. 

Las muestras de los hombres fueron obtenidas de la Clínica de VIH del Instituto 

Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición "Salvador Zubirán todas las 

instituciones ubicadas en la Ciudad de México. 

Métodos e Instrumentos de Recolección de la Información 

La información se obtuvo por medio de cuestionarios estándar fueron 

utilizados para recolectar la información de características sociodemográficas e 

historial clínico, para cumplir con los objetivos de la investigación. Se invitó a 

participar a pacientes mayores de 18 años que se presentaron a la atención 

médica en el periodo comprendido de febrero del 2014 a febrero del 2015 (mujeres) 
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y en el periodo de agosto y diciembre de 2008 (hombres). El proyecto fue 

previamente aprobado por los comités de Investigación y Ética del INCan 

(CI/061/14) (009/006/IBI) (CB/529/09), en CDMX.  

 

Consentimiento informado 

Las pacientes que aceptaron participar en el estudio firmaron la hoja de 

consentimiento informado, si es mayor de edad, y/o un responsable si es menor 

de edad. Una vez firmado se procedió al llenado del cuestionario 

sociodemográfico, previamente se le asignó un código de confidencialidad, en 

relación con las características conductuales sexuales de cada paciente.  

 

B. Grupo de estudio 

Se analizaron 174 muestras mujeres (82 de cavidad oral y 82 del cuello  

del cérvix) provenientes de la Clínica de VIH Especializada La Condesa (CEC), 

del Instituto Nacional de Cancerología (INCan) de tercer nivel (Clínica de 

Displasia Cervical) y 216 muestras de hombres que tienen sexo con hombres 

(108 de cavidad oral y 108 de la región anal) provenientes de la Clínica de VIH 

del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición "Salvador Zubirán" ( 

INCMNSZ) en la Ciudad de México, ambas poblaciones VIH+. Se invitó a 

participar a pacientes mayores de 18 años que acudieron a atención de febrero 

de 2014 al 28 de febrero de 2015 (mujeres) y de agosto a diciembre de 2008 

(hombres). Ambas poblaciones fueron aprobados por los respectivos comités de 

ética e investigación de las instituciones participante INCan (CI009/006/IBI) 

(CI/061/14); INCMNSZ (REF. 1853) INCan (CI / 009/006 / IBI). 
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B.1 Toma de muestras 

Las muestras se obtuvieron mediante un cepillado cervical y oral 

(mujeres); oral y anal para los hombres, con ayuda de un Citobrush el cual se 

sumergió en 4ml de Preserv Cyt, dentro de un tubo colector.  

 

C. Extracción de ADN. 

A las muestras se agregaron 600 ul de solución de lisis nuclear, más 17.5 

ul de proteinasa K, se incubaron a 55ºC durante 15 horas. Posteriormente, se 

agregaron 1.5 ul de RNasa, lo que le permitió actuar durante 30 minutos a 37ºC, 

200 ul de solución de proteína precipitante. se añadió, se agitó para 

homogeneizar, se incubó durante 5 minutos en hielo y se centrifugó a 14.000 

rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo, se 

agregaron 500 ul de isopropanol, se agitó manualmente y se centrifugó durante 

1 minuto a 14000 rpm a temperatura ambiente, decantando el sobrenadante, 

permitiendo que los tubos se secaran invertidos. Finalmente, se agregaron 50 µl 

de recaptación rehidratante sola mediante pipeteo, los ADN se incubaron 

durante 1 hora a 65 ° C, se cuantificaron en un EPOCH y se almacenaron a -20 

° C. 

 

D. Detección de VPH 

La detección de VPHse realizó utilizando los cebadores GP5 + / GP6 + 

(TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC / GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC) que 

detectan una región altamente conservada del gen L1 de diferentes VPH (150 

pb).  A las muestras negativas se les realizó una segundo PCR con primers para 

GH20 / PC04 que amplifican un fragmento del gen de la β-globina (GH20 / PC04 
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GAAGAGCCAAGGACAGGTAC / CAACTTCATCCACGTTCACC) (280 pb) que 

nos permitió identificar la integridad del ADN y corroborar si las muestras fueron 

negativos en presencia de VPH. El protocolo de la PCR: MgCl2 5 mM (tampón 1 

x), 800 μM de dNTP, 10 pmol / μl de cada cebador oligonucleótido, 1.25 U de la 

polimerasa TaqADN (PROMEGA). Las condiciones de PCR: 1 ciclo 94oC / 10 

min; 40 ciclos (94 ° C / 30 seg., 48 ° C / 30 seg., 72 ° C / 45 seg.) Y 1 ciclo 72 ° 

C / 7 min. Los productos se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 

1,5% y se visualizaron con Gel Red. 

 

E. Identificación de tipos virales e infecciones múltiples 

La detección de VPH se realizó mediante el empleo de primers consenso 

MY09/11(MY09CGTCCMARRGGAWACTGATC/MY11GCMCAGGGWCATAAY

AATGC),GP5+/6+(GP5+TGTTACTGTGGTAGATACTAC/GP6+GAAAAATAAA

CTGTAAATCATATTC) los cuales detectan una región altamente conservada del 

gen L1 de diferentes papilomas.  A las muestras positivas a se les realizó un 

segundo PCR utilizando primers específicos para la detección del gen E6 

(F048GAACCGAAACCGGTTAGTAT/R551GGGTTTCTCTACGTTCTT) y la 

LCR(F7450TCAACCGAATTCGGTTGCAT/R813ACCTTTACACAGTTCATGTA) 

de VPH tipo 16. Las muestras negativas a VPH se les realizó PCR con los 

primers para el gen constitutivo β-globina GH20 

(GAAGAGCCAAGGACAGGTAC/PC04 CAACTTCATCCACGTTCACC) con los 

cuales se corroboró la integridad y amplificación del ADN. 

 

La tipificación del Virus del Papiloma Humano se realizó mediante el 

empleo del kit INNO-LiPA VPH Genotyping Extra II. Este kit se basa en el 

principio de hibridación inversa. Una parte de la región L1 del genoma del virus 
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del papiloma humano (VPH) que se amplifica por PCR, utilizando los cebadores 

SPF10 Plus los cuales cuentan con alta sensibilidad, dando un producto de 65 

pares de bases cortas y permite la detección simultánea de múltiples tipos en 

una sola muestra. Los amplicones biotilinados resultantes se desnaturalizan y se 

hibridan con sondas oligonucleotídicas específicas. Se agrega un par de 

cebadores adicional para la amplificación del gen HLADPB1 humano para 

monitorear la calidad de la muestra y el control de extracción y conjugado. Todas 

las sondas se inmovilizan como líneas paralelas en tiras de nitrocelulosa las 

cuales cuentan con 28 tipos de VPH. Después de la hibridación y el lavado 

riguroso, se agrega fosfatasa alcalina conjugada con estreptavidina, que se une 

a cualquier híbrido biotilinado formado previamente, revelando en líneas 

individuales el o los tipos virales identificados en las muestras. 

 

E. Variantes de VPH16 

 Por secuenciación del gen E6 y de la región LCR se realizó el análisis de 

las muestras positivas a VPH tipo 16 empleando los primers E6   

(F048GAACCGAAACCGGTTAGTAT/R551GGGTTTCTCTACGTTCTT) y LCR  

(F7450TCAACCGAATTCGGTTGCAT/R813ACCTTTACACAGTTCATGTA) con 

el kit Big Dye terminator y  en el equipo AB prisma 3100 de Applied Biosistem. 

Una vez obtenidas las secuencias se realizó el alineamiento de estas y el análisis 

de los resultados obtenidos. 

 

F. Análisis estadístico 

Se realizó un análisis estadístico descriptivo para resumir las 

características sociodemográficas de la población seleccionada, y un análisis 
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para corroborar el equilibrio de Mann-Withney. Un valor de p <0.05, fue considerado 

estadísticamente significativo. Las variables cuantitativas con distribución normal 

se expresaron como media y desviaciones estándar (DE). Para los datos con 

distribución libre, se utilizaron la mediana y los rangos intertcuartiles (IQR).  
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

A. Características sociodemográficas de los participantes. 

Se realizó un estudio transversal para ambas poblaciones en donde se 

analizaron muestras de 174 mujeres y 108 hombres ambas poblaciones 

mexicanas positivas para el virus de inmunodeficiencia humana (VIH +). La edad 

promedio de las mujeres fue de 43 años (± 9) y de los hombres de 38 (± 6). El 

promedio de escolaridad en las mujeres fue 9 años (±3) y de los hombres de 12 

(±2).En cuanto al número de parejas sexuales, el promedio para las mujeres fue 

de 3 (El promedio de escolaridad en las mujeres fue 9 años (±3) y de los hombres 

de 12 (±2) y de los hombres fue de 17. Con respecto a la infección por VIH, 

consideramos los siguientes aspectos: Número de células CD4 / mm3 de sangre, 

el número medio fue 393 (RIQ: 241-567 CD4 / mm3) para mujeres, y 337 (RIQ: 

190-457 CD4 / mm3) variando entre 7 y 1,800 células / mm3. Carga viral: en la 

mayoría de los pacientes (56.3%) tenía una carga viral indetectable (≤50 copias 

de VIH / mm3).  

El promedio del tiempo del diagnóstico de VIH + fue de 3 años (±3) para 

las mujeres y de 8 años (±4) para los hombres (Cuadro 1). 
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Cuadro 1. Información sociodemográfica, sexual y clínica de los pacientes en 

estudio. Mediana e intervalo Intercuartil informados para variables continuas.  

 
Mujeres 

 
Hombres 

 
p* 

Variable n=174 
 

n=108 
  

Edad (años) 43 (34, 52) 38 (32, 43) 0.02 

Escolaridad (años) 9 (6, 9) 12 (12, 14) 0.00 

Número de parejas sexuales 3 (2, 4) 18 (10, 26) 0.00 

CD4 (cels / mm3) 393 (241, 567) 337 (190, 457) 0.1 

Diagnóstico VIH (años) 8 (2, 12) 3 (1, 6) 0.02 

* Prueba de U Mann-Withney, valor p (<0.05) en negrita con significación estadística. 

 

B. Prevalencia de VPH por grupo y sitios anatómicos. 

La prevalencia de VPH en ambas poblaciones fue alta, el 96% de las 

muestras de mujeres y el 86.4% de las de hombres fueron positivas a la 

presencia de VPH. El 59.4% de las mujeres y el 33.4% de los hombres fueron 

positivos al VPH 16, el 62.8% de mujeres y el 16.71% de los hombres fueron 

positivos a VPH 18. Para el caso de otros tipos virales el 48.6% de las mujeres 

y el 24% de los hombres fueron positivo. En cuanto a las muestras negativas la 

prevalencia fue baja 2.3% para las muestras y 9.8% para los hombres (Cuadro 

2). 
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Cuadro 2. Resumen de muestras positivas al VPH de mujeres y hombres.  

 

 

 

TOTAL VPH+ 

(n) 

POSITIVO 

VPH16 

POSITIVO 

VPH18 

POSITIVO 

OTROS 

TIPOS 

NEGATIVO 

VPH 

MUJERES 175 96% 

(168) 

59.4% 

(104) 

62.8% 

(110) 

48.6% 

(85) 

2.3% 

(7) 

HOMBRES 102 90.2% 

(92) 

80.4% 

(82) 

50% 

(51) 

24% 

(76) 

9.8% 

(10) 

Se muestran los porcentajes y número de pacientes positivos a VPH, a los tipos más 

prevalentes 16, 18, muestras positivas a otros tipos y muestras negativas para ambos 

casos. 

 

 

C. Prevalencia de tipos de bajo riesgo. 

Los tipos virales de bajo riesgo identificados en las muestras de cavidad 

oral, en el cuello uterino y la región anal fue de 3 para ambas regiones. Siendo 

el VPH 11 el más prevalente, seguido del VPH 6 y por último el VPH 70 para 

ambas poblaciones.  En las mujeres el orden de fue el siguiente 33% (58 

pacientes) fueron positivos para el VPH11 en boca, 14% (25 pacientes) fueron 

positivos a VPH 6, 8% (14 pacientes fueron positivos a VPH 70. En cuanto al 

cuello uterino el orden fue el siguiente 26% (45 pacientes) positivos a VPH11, 

10% (18 pacientes) positivos a VPH 6, 8% (14 pacientes) positivos a VPH 70. 

Para ambas regiones oral/cervical el 11% (19 pacientes) fueron positivos a 

VPH11, 3% (5 pacientes) a VPH 6 y 2% (4 pacientes) a VPH 70 (Figura 5). 
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D. Prevalencia tipos de alto riesgo. 

El orden de prevalencia de los tipos virales de alto riesgo fue el VPH16 

que fue el más prevalente en ambas regiones, encontrándose el 90,2% (92 

pacientes) de las regiones anales el 80,4% (82 pacientes) en la cavidad oral, el 

71,6% (73 pacientes) se identificó VPH16 en ambas regiones. El VPH39 estuvo 

presente en el 58.8% (60 muestras) de la región anal y el 61.8% (63 pacientes) 

de la cavidad oral, el 33.3% (34 pacientes) se identificó VPH39 en ambas 

regiones. El VPH18 estuvo presente en el 50% (51 muestras) de la región anal 

y el 52,9% (54 muestras) de la cavidad oral, el 27,5% (28 pacientes) se identificó 

VPH18 en ambas regiones. El VPH52 estuvo presente en el 56,9% (58 

pacientes) de la región anal y el 49% (50 pacientes) de la cavidad oral, el 26,5% 

(27 pacientes) se identificó VPH52 en ambas regiones. El VPH51 estuvo 

presente en el 44.1% (45 pacientes) de la región anal, el 38.2% (39 pacientes) 

de la cavidad oral, el 18.6% (19 pacientes) se identificó VPH51 en ambas 

regiones. El VPH66 estuvo presente en el 49% (50 pacientes) de la región anal 

y el 33,3% (34 pacientes) de la cavidad oral, el 16,7% (17 pacientes) se identificó 

VPH66 en ambas regiones. El VPH68 estuvo presente en el 18,6% (19 

pacientes) de la región anal y el 13,7% (14 pacientes) de la cavidad oral, el 4,9% 

(5 pacientes) se identificó  VPH68 en ambas regiones (Figura 5).  
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A) 

 

B) 

 

Figura 5. Prevalencia de tipos virales de bajo y alto riesgo en dos sitios anatómicos 

diferentes de mujeres (A) y hombres (B) ambas poblaciones positivas a VIH+. La 

prevalencia de diferentes tipos virales es alta tanto en tipos de bajo como de  alto riesgo, 

en las dos regiones anatómicas diferentes; cavidad oral (barras blancas), región anal 

(barras negras), y ambas regiones (barras gris). 

 

 

E. Infecciones únicas y múltiples. 

La infección viral con VPH de cualquier tipo fue alta, se detectaron 3 tipos 

virales de bajo riesgo y 8 tipos virales de alto riesgo Para los tipos de bajo riesgo 
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se identificaron infecciones de uno a tres tipos virales, siendo la infección única 

la más prevalente tanto en mujeres como en hombres (en ambas regiones), 

seguido de la infección con dos tipos virales y por último infección con los 3 tipos 

virales la cual no se detectó en la cavidad oral de los hombres.  

En cuanto a la infección viral con tipos de alto riesgo la infección con 4 

tipos virales fue la más prevalente en mujeres y 5 tipos virales en hombres. En 

las mujeres el mayor número de infecciones con tipos de alto riesgo fue en la 

cavidad oral, mientras que en los hombres fue en la región anal (Figura 6). 
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 A) 

 

B) 

 

Figura 6. Presencia de infecciones de alto y bajo riesgo en mujeres y hombres VIH+. 

La infección con tipos de alto riesgo fue alta ya que se lograron identificar pacientes 

infectados hasta con 8 tipos en ambas regiones anatómicas de las poblaciones 

analizadas. 
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F. Variantes intratípicas de VPH-16 

En las muestras de MSM, se identificó la variante europea en muestras 

anales, la presencia de 3 variantes, europea, asiático americana y africana. En 

la cavidad oral, solo se detectó una variante europea. Sin embargo, en las 

mujeres tanto en el cuello uterino como en la cavidad oral solo se identificó la 

variante europea. 

En los hombres, el porcentaje de las variantes en el canal fue: europea 

75% (30 pacientes), asiático americano 22.5% (9 pacientes) y africana 2.5% (1 

paciente). En la cavidad oral, la variante más prevalente fue la europea. La 

identificación de intravariantes fue posible, en el canal anal el prototipo europeo 

(EP) con 13 pacientes fue el más frecuente, seguido por EA176G (6 pacientes), 

EC188G (5 pacientes), EA178T (3 pacientes), EG131G (2 pacientes); En cuanto 

a las variantes no europeas, la AA-a asiática americana (6 pacientes) y la AA-c 

(3 pacientes) y la AF1-a africana (1 paciente). En la cavidad oral, la intravariante 

más prevalente fue el 350G europeo (18 pacientes) seguido del prototipo 

europeo (EP) (15 pacientes), EA176G (3 pacientes), EA178G y EC161G (1 

paciente) (Figura 1 A y B).  Solo el 20% (8 pacientes) tuvieron la misma variante 

en ambas regiones. 5 pacientes presentaron el prototipo de variante europea en 

ambas regiones, 2 pacientes presentaron la variante EC188G en ambas 

regiones y 1 paciente presentó la variante EA176G en ambas regiones 

anatómicas. En las mujeres, 104 muestras prevenientes de 52 pacientes fueron 

analizadas para la identificación de variantes (52 cavidad oral y 52 cuello 

uterino). Siendo la variante europea la más predominante en ambas regiones 

anatómicas. La prevalencia de la intravariante 350G (EP350G) fue del 86.5% (90 

muestras) seguida por el prototipo europeo (EP) 13.4% (14 muestras). El 80.77% 

(42 pacientes) la intravariante EP350G se observó en ambas regiones 
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anatómicas, 9.6% (5 pacientes) presentaron EP en ambas regiones. Por el 

contrario, el 5,76% (3 pacientes) se identificó la variante EP en la cavidad oral y 

EP350G en el cuello uterino. Solo en un paciente se identificó EP350G en la 

cavidad oral y EP en el cuello uterino (Figura 2 A y B) (Cuadro 3). 
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Figura 7. Secuencias parciales de LCR y E6 que representan variantes de VPH-16. 

Resumen de las variantes identificadas en HSH, canal anal (A) y cavidad oral (B); 

secuencias parciales E6 identificadas en la cavidad oral y el cuello uterino en mujeres 

VIH + (C). La variante predominante en la cavidad oral de ambas poblaciones fue la 

Europea prototipo y la intravariante EP350G. Sin embargo, en el canal anal de los 

hombres aparte de la variante Europea, se identificaron las variantes Asiático-

Americana y Africana aunque estas últimas en baja proporción. 

C) 
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Cuadro 3. Frecuencia y porcentaje de variantes e intravariantes en las diferentes 

regiones anatómicas de hombres y mujeres VIH+. 

Mujeres (n=52) 

Cuellos Uterino Cavidad Oral 

Variante n (%) Intravariante n (%) Variante n (%) Intravariante   n (%) 

        

Europea 52 (100) EP350G 46 (88.5) Europea 52 (100) EP350G 44 (84.6) 

  
EP   6 (11.5) 

  
EP 8 (15.4) 

Hombres (n=40) 

Región Anal Cavidad Oral 

Variante n (%) Intravariante n (%) Variante n (%) Intravariante   n (%) 

        

Europea 30 (75) EP350G  2 (5.0) Europea 40 (100) EP350G 18 (45.0) 

  
EP 12 (30.0) 

  
EP 15 (37.5) 

  
EG131G   2 (5.0) 

    

  
EC188G   5 (12.5) 

  
EC188G 2 (5.0) 

  
EA178T   4 (10.0) 

    

  
EA176G   5 (12.5) 

  
EA176G 3 (7.5) 

      EC161G 2 (5.0) 

Africana 1 (2.5) AF   1 (2.5) 
    

Asiático 

Americana 
9 (22.5) AA   9 (22.5) 
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Se sabe que el VPH desempeña un papel decisivo en el desarrollo del 

cáncer anal, de células escamosas cervicales y de cáncer oral; Uno de los tipos 

de VPH más frecuentes asociados con estos cánceres y lesiones precancerosas 

es el 16. Se ha informado ampliamente que las variantes determinadas por la 

región geográfica y los polimorfismos presentes están asociadas con el 

desarrollo de lesiones cancerosas. Las mujeres adolescentes infectadas con 

VIH, las mujeres brasileñas e italianas muestran una alta prevalencia de 

infección por VPH de alto riesgo, presentando como la variante predominante la 

350G europea, sin embargo, la presencia de la variante africana sugiere un 

comportamiento diferente de mezcla sexual (Mallari AO 2012, 27-29) 

En México, los datos muestran que el 80% del cáncer de cuello uterino 

(CC) en mujeres jóvenes muestra VPH de alto riesgo y el 40% de la infección 

por VPH16 presenta una variante Asiático-Americana, este es un riesgo nueve 

veces mayor que las variantes de linaje Europeo para el desarrollo de CC, sin 

embargo, hay una diferencia con otras poblaciones (30–33). Nuestro trabajo 

permitió identificar una alta prevalencia de la variante europea en el cuello uterino 

y la cavidad oral, esto sugiere que la infección de estos pacientes se debe al 

mismo virus tipo y sugiere en tropismo viral.  

La variante EUR-350T vs 350G del VPH16 tiene un riesgo 2 veces mayor 

de persistencia, pero el efecto biológico de la variante depende del cambio 

genético por el factor de estilo de vida del hospedero (34), encontramos que el 

europeo 350G intravariante (EP350G) está presente en el 86.5% de las 

muestras. Una prevalencia significativa de la variante EP350G del VPH16, que 

está fuertemente asociada con el desarrollo de cáncer cervical. 

Es importante tener en cuenta que el sistema inmunitario de los pacientes 

VIH+ determina el entorno celular que es clave en la expresión génica de 
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proteínas como E6 y E7 para el desarrollo del cáncer. De hecho, la evaluación 

de la integración de VPH16 en el genoma del hospedero parece ser un buen 

biomarcador para predecir lesiones precancerosas anales en hombres y mujeres 

VIH+. Aunque observamos una alta prevalencia de variantes europeas de tipo 

16 en el canal anal, solo encontramos una variante europea en la cavidad oral. 

Es importante tener en cuenta que se sugiere tropismo para estas diferentes 

regiones anatómicas. La implicación de las variantes de VPH16 en la 

determinación de la persistencia y progresión de la infección viral puede 

explicarse por el hecho de que las variaciones de nucleótidos en la región de 

codificación del VPH podrían dar lugar a una disminución de la inmunogenicidad 

de las proteínas virales, favoreciendo la persistencia de la infección en individuos 

inmunocompetentes.  

Se sabe que el VPH desempeña un papel decisivo en el desarrollo del 

cáncer de células escamosas anal y cervical; Uno de los subtipos de VPH más 

frecuentes asociados con cáncer anal y lesiones precancerosas es el VPH16. 

De hecho, la evaluación de la integración del VPH16 en el genoma del hospedero 

parece ser un buen biomarcador para predecir lesiones precancerosas anales 

en hombres VIH+ (Madkan et al 2007)  

En la población mundial la infección por VPH en HSH VIH+ es de 93% y 

en HSH VIH negativos 61%.  La probabilidad de que un paciente HSH VIH 

positivo con VPH de alto riego desarrolle una lesión intraepitelial escamosa 

(ASIL) en 2 años es de 50%; en pacientes con HSH VIH negativos 17%. (Madkan 

et al 2007). La infección por tipos de alto riesgo de forma persistente puede llevar 

al desarrollo de lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado HSIL, lesiones 

que anteceden el desarrollo de cáncer anal. De esta forma, el seguimiento de 

mujeres portadoras del VIH debe ser considerado como una situación especial, 
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pues, en función del fallo en el sistema inmunológico presenta un riesgo 

aumentado para el desarrollo de lesiones precursoras del cáncer de cuello de 

útero. La replicación viral puede ser más eficiente en individuos 

inmunodeprimidos, contribuyendo a mayores tasas de detección y persistencia 

viral, presentando lesiones histopatológicas más graves, afectación cervical más 

extensa y con mayor posibilidad de alcanzar otros órganos del tracto genital 

inferior. 

Mujeres infectadas por VPH son aproximadamente, cinco veces más 

propensas a desarrollar lesiones escamosas intraepiteliales cervicales que 

preceden al cáncer invasor. Este es tres veces más frecuente, en las mujeres 

infectadas por VIH, comparado con mujeres no infectadas por este virus. 

En estudio prospectivo de Palefsky et al., con mujeres infectadas por VIH 

y por VPH, se encontró una mayor incidencia de VPH en mujeres con recuento 

de CD4 menor de 200 células/mm. En nuestro estudio, se encontró situación 

inversa, o sea, la mayoría de las mujeres diagnosticadas con VPH (80%) 

presentó, en su último examen, recuento de CD4 + en límites superiores a 200 

células/mm. Sin embargo, se debe resaltar que de entre todas las mujeres que 

compusieron la muestra del estudio, solamente dos (6,3%) presentaban 

inmunosupresión severa, lo que probablemente se debe a no adhesión a terapia 

antirretroviral, cuyo uso ha demostrado efecto protector para la progresión y 

recurrencia de lesiones intra-epiteliales cervicales por su efecto restaurador de 

la inmunidad. 

La infección por VPH es un importante factor de riesgo para el desarrollo 

de lesiones pre-neoplásicas y neoplásicas del cuello uterino en mujeres 

portadoras del VIH siendo por tanto, considerada como una condición necesaria, 

aunque no suficiente, como consecuencia de su situación inmunológica 



57 

 

deficitaria, hay otros factores favorables al desarrollo del cáncer cervical, que 

deben ser tomados en consideración. 

Los datos de los ensayos clínicos de vacunas contra el VPH respaldan los 

beneficios de la vacunación contra el VPH en poblaciones de riesgo afectadas 

de manera desproporcionada por enfermedades y cánceres relacionados con el 

VPH, como las mujeres VIH positivas y los HSH, en vista de los riesgos mínimos 

(por ejemplo, eventos adversos como síncope) y una menor eficacia para 

aquellos que ya están expuestos a algunos tipos de VPH. Sin embargo, la 

cobertura de la vacuna contra el VPH sigue siendo subóptima entre los HSH, y 

se sabe poco sobre la aceptación de la vacuna contra el VPH en las mujeres 

VIH+. Esta es una oportunidad perdida para la prevención dado que la vacuna 

contra el VPH y las pruebas de Papanicolaou han sido herramientas efectivas de 

prevención del cáncer. 
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VII. CONCLUSIONES 

1. Este es el primer estudio en su tipo sobre la relación entre la coinfección por 

el VIH y el VPH en la oncogénesis. 

2. Se encontró una elevada prevalencia de infección por VPH entre individuos 

VIH+ comparada con población general.  Mujeres infectadas con VIH son tres 

veces más propensas a desarrollar lesiones escamosas intraepiteliales 

cervicales que preceden al cáncer invasor, comparado con mujeres no 

infectadas. La probabilidad de que los Hombres que tiene Sexo Hombres VIH+ 

infectados con VPH de alto riesgo desarrolle una lesión intraepitelial escamosa 

(LIE alto grado) en 2 años es de 50%. 

3. La presencia de una única variante en la cavidad oral de todas las muestras 

(Europea) sugiere la presencia de un posible tropismo viral no descrito. La 

presencia de la intravariante EP350G en ambas regiones anatómicas sugiere 

que la infección presente en los pacientes es por el mismo virus, esta 

intravariante está muy relacionada con la persistencia del virus en los individuos, 

que es fundamental para el desarrollo del cáncer VPH, por lo que es muy 

importante tener control y seguimiento en esta población de alto riesgo, así como 

la implementación de programas para la detección temprana del VPH y la 

vacunación. 

4. Los resultados muestran la imperante necesidad de mejorar las metodologías 

de diagnóstico viral para mejorar las estrategias de prevención y control del 

cáncer en México. 

5. Los datos de los ensayos clínicos de vacunas contra el VPH respaldan los 

beneficios de la vacunación contra el VPH en poblaciones de riesgo afectadas 
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de manera desproporcionada por enfermedades y cánceres relacionados con el 

VPH. 

6. Sin embargo, la cobertura de la vacuna contra el VPH sigue siendo subóptima 

entre los hombres que tienen sexo con hombres VIH+.  Y se sabe poco sobre la 

aceptación de la vacuna contra el VPH entre las mujeres VIH+.  

7. Esta es una oportunidad para que la  prevención dado que la vacuna contra 

el VPH y las pruebas de Papanicolaou han sido herramientas efectivas de 

prevención del cáncer en  mujeres sin VIH. 
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ABREVIATURAS 

AA: Variante Asiatico Américana del Virus del Papiloma Humano 

ADN: Acido Desoxirribonucleico 

Af-1: Variante Africana 1 del Virus del Papiloma Humano 

Af-2: Variante Africana 2 del Virus del Papiloma Humano 

As: Variante Asiática del Virus del Papiloma Humano 

CaCu: Cáncer Cervico Uterino 

CB: Cáncer Bucal 

CCECO: Cáncer de Células Escamosas de Cavidad Oral 

CCECO-OF: Cáncer de Células Escamosas de Cavidad Oral y oro faringe 

E: Variante Europea del Virus del Papiloma Humano 

INCan: Instituto Nacional de Cancerología 

LCR: Región Larga de Control del Virus del Papiloma Humano 

PCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa 

VPH: Virus del Papiloma Humano 

VPH-AR: Virus del Papiloma Humano de Alto Riesgo 
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