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Human papilloma virus in colorectal carcinoma

Introduction: Previous works have reported an association between human papilloma virus (HPV) infec-
tion and the development of colorectal cancer, and although controversy regarding this association exists.
Materials and Method: This was an observational, cross-sectional, descriptive, retrospective unblinded
study. Fifty pathology samples embedded in paraffin with a diagnosis of colorectal adenocarcinoma were
used to isolate DNA from the tissue. DNA was extracted according to established protocols for extraction,
lysis and sample rehydration. Viral DNA was identified and genotypified to amplify and detect oncogenic
subtypes among 35 different subtypes included in the study, sequencing positive samples with established
protocols of purification and sample analysis using microarrays. Results: Fourteen of 50 (28%) samples
were identified as positive for human papilloma virus; of these 11 (22%) included one or more high-risk
subtypes for neoplasia. Statistically significant differences were not found between the groups regarding
age, sex, tumor location, degree of differentiation, infiltration, affected lymph nodes, metastasis and num-
ber of pack years. Conclusion: The detection of high-risk VPH subtypes in a high percentage of positive
samples, suggests an association between infection and the development of colorectal cancer.
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Resumen

Introduccién: Previos trabajos han reportado una asociacion entre la infeccion del virus del papiloma
humano (VPH) y el desarrollo de cancer colorrectal, aunque existe controversia al respecto. Materiales y
Método: Estudio observacional, transversal, descriptivo, retrospectivo, no ciego. Se utilizaron 50 muestras
de patologia con diagnéstico de adenocarcinoma colorrectal, incluidas en parafina, para aislar ADN de
las muestras. Se realizo la extraccion de ADN mediante protocolos establecidos para extraccion, lisis y
rehidratacion de muestra. Se identificd y genotipicé el ADN del virus para amplificar y detectar subtipos
oncogénicos de entre 35 subtipos diferentes incluidos en la prueba, secuenciando las muestras positivas,
utilizando protocolos ya establecidos de purificacién y analisis de muestra, mediante microarreglos. Re-
sultados: Se identificaron 14 muestras de 50 (28%) estudiadas positivas para el virus de papiloma humano
de las cuales 11 (22%) incluyen uno o mas subtipos de alto riesgo para neoplasia. No se identificaron dife-
rencias estadisticamente significativas entre grupos en cuanto a edad, sexo, localizacion del tumor, grado
de diferenciacion, infiltracion, ganglios afectados, metastasis o nimero de paquetes/ano. Conclusion: La
deteccion de los subtipos de VPH de alto riesgo en un alto porcentaje de las muestras positivas, sugiere
una asociacion entre la infeccion con el desarrollo de cancer colorrectal.
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Introduccion

El cancer colorrectal (CCR) es el tipo de cancer
mas comun del tracto gastrointestinal, asi como el
tercer lugar en incidencia y mortalidad relacionada
a neoplasias en nuestro continente'. Su etiologia es
multifactorial incluyendo dieta, ejercicio, sedenta-

rismo, consumo de tabaco, uso de medicamentos,
asi como factores genéticos y enfermedades que
afectan al tracto digestivo. Siendo la incidencia
hasta 10 veces mayor en paises desarrollados,
asociado al estilo de vida de su poblacion®. Se
sabe que hasta un 75% de los CCR se presentan en
personas sin factores de riesgo conocido, y hasta
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un 10% se asocian a entidades explicadas por la
herencia genética®>.

Sin embargo, existe un buen prondstico de hasta
un 85% de supervivencia a los 5 afios del diagnosti-
co en pacientes con esta enfermedad que son detec-
tados en etapas tempranas y se encuentra limitado
a la pared intestinal. Esto se ve reducido conforme
la enfermedad se encuentra mas avanzada, y en
estadios menos diferenciados, por lo cual es muy
importante su correcto diagnostico y clasificacion
mediante criterios histopatologicos®. Es mas comun,
por orden de presentacion, en region rectosigmoidea
(55%), ciego (13%), colon transverso (11%), colon
ascendente (9%) y colon descendente (6%)°.

Existe informacion reciente que hace pensar que
varios procesos neoplasicos podrian estar relacio-
nados a patogenos. Los modelos mas comunmente
asociados son los del Helicobacter pylori con cancer
gastrico y el virus de papiloma humano (VPH) con
cancer cervicouterino. Sin embargo, existen muchos
otros modelos asociados a virus: herpes virus (sar-
coma de Kaposi), Epstein-Barr (linfomas, cancer
nasofaringeo) y los virus de hepatitis B 'y C (cancer
hepatocelular), entre otros. Se estima que hasta un
10%-20% de procesos neoplasicos pueden estar
relacionados a infecciones por virus o bacterias®.

Respecto al VPH, se han descubierto incidencias
elevadas de neoplasias asociadas a la presencia del
virus, existen estudios que sugieren la posibilidad de
infeccion de tejidos neoplasicos en colon y recto por
el VPH, sugiriendo una asociacion entre su presen-
cia y el desarrollo de lesiones malignas’?.

El virus de papiloma humano es un miembro de
la familia papillomaviridae’ un grupo grande de
virus pequefios, sin envoltura, con doble cadena de
acido desoxirribonucleico (ADN). Existen diver-
sos lineamientos para identificar y clasificar a los
miembros de la familia del VPH, existiendo en la
actualidad mas de 200, sin embargo, existen poco
mas de 100 bien clasificados.

Estudios recientes hablan de la probable relacion
entre la presencia del VPH en especimenes de CCR
y el desarrollo de la neoplasia. Dichos estudios se
han realizado en diferentes paises, con diferencia
en las incidencias reportadas desde un 2% a un
84%10-16.

El presente estudio se disefi6 pensando en deter-
minar la prevalencia del virus del papiloma humano
en especimenes de adenocarcinoma colorrectal en
poblacion mexicana, utilizando muestras obtenidas
en un hospital de tercer nivel con un volumen ele-
vado de pacientes para su estudio y con estos datos
sentar una base para futuras investigaciones de esta
patologia y su asociacion al virus.

Materiales y Método

Estudio de tipo cohorte transversal, observacio-
nal, descriptivo, retrospectivo, no ciego. En el cual
se utilizaron muestras de 50 pacientes que cuentan
con el diagnodstico de adenocarcinoma de colon o
recto, del Hospital Universitario “Dr. José E. Gon-
zalez”, incluidas en bloques de parafina. Empleando
como criterios de inclusion todos los pacientes de
cualquier género, adultos, con diagnodstico de ade-
nocarcinoma colorrectal, de quienes se cuente con
espécimen de patologia incluido en parafina necesa-
rio para su estudio en un periodo de 5 afios previos
al inicio de este estudio.

Se utilizaron datos demograficos de pacientes
incluidos en el estudio, de su expediente clinico
recabado durante su estancia en el Hospital Univer-
sitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”.

Se utilizan muestras de adenocarcinoma de
colon y recto incluidas en bloques de parafina,
se purifican y se extrae ADN de las muestras con
mayor cantidad de tumor, analizando la presencia
de VPH, asi como su subtipo. Se procesan los
resultados y se agrupan en cuanto a localizacion
del tumor, tipo histologico y caracteristicas histo-
patologicas, asi como estadio clinico, buscando
una correlacion entre la presencia del virus y los
hallazgos obtenidos durante el estudio de las mues-
tras. Los microarreglos de ADN son una serie de
sondas de ADN unidas a un soporte s6lido en una
disposicion regular y prefijada. El 4cido nucleico
diana que sera detectado puede ser ADN o ARN, y
previamente a la hibridacion debe ser marcado con
una sustancia fluorescente o radioactiva. La princi-
pal ventaja con respecto a las técnicas de biologia
molecular, como la reaccion en cadena de la poli-
merasa, es que pueden detectarse miles de genes en
un mismo procesamiento. CLART® Human Papi-
llomavirus 2 es una prueba de deteccion, mediante
amplificacion genomica, de hasta 35 genotipos
de papilomavirus, a través de una plataforma de
microarreglos de baja densidad para diagnostico
in vitro. Permite la deteccion de 35 genotipos de
papilomavirus clasificados como “alto riesgo” (16,
18, 26, 31, 33, 35, 39, 43, 45, 51, 52, 53, 56, 58,
59, 66, 68, 70, 73, 82, 85 y 89) y “bajo riesgo” (6,
11, 40, 42, 44, 54, 61, 62, 71, 72, 81, 83 y 84), asi
mismo, identifica las coinfecciones presentes. Se
asegura la presencia de ADN mediante un control
de ADN genomico; se comprueba que la amplifi-
cacion se ha realizado correctamente mediante un
control interno de amplificacion y todas las sondas
estan triplicadas, lo cual evita alteraciones locales
que pudieran afectar resultados finales. La lectura
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de resultados es automatica para evitar interpreta-
ciones subjetivas, y son procesados por un lector
con un software especifico que automaticamente
detecta e interpreta los genotipos presentes median-
te la amplificacion de un fragmento de 450 pares
de bases que se encuentra dentro de la region L1
del virus.

El analisis estadistico se realiz6 mediante el pro-
grama SPSS® version 20, analizando y comparando
las variables cualitativas mediante ¥, y las variables
cuantitativas mediante la T de Student y prueba
exacta de Fisher.

Resultados

Se incluyeron en el actual estudio casos de 368
pacientes del Hospital Universitario “Dr. José E.
Gonzalez” con diagnoéstico de adenocarcinoma colo-
rrectal, de los 368 pacientes se obtuvieron 65 casos
con adecuado tejido para su estudio y expedientes
clinicos completos, sin embargo, al analizar la ca-
lidad de la muestra del tejido, se redujo la cantidad
a 50 muestras para su analisis. De los 50 pacientes
que se estudiaron se obtuvieron 14 casos positivos
para la presencia del virus de papiloma humano
(28%), 35 casos negativos (70%) asi como un caso
sin ADN adecuado para su analisis (2%). De las
muestras positivas existen 3 con varios serotipos
en la misma muestra: una muestra positiva para
serotipos 16 y 31 (2%), una para 16, 31 y 66 (2%),
asi como una muestra positiva para 6 y 53 (2%). La
mayor prevalencia de un serotipo en las muestras
analizadas es del serotipo 53, estando presente en
un total de 9 muestras (18%), tomando en cuenta
8 muestras con infeccion tnica por el serotipo, asi
como una muestra conjunta con el tipo 6, el cual
tiene un porcentaje acumulado de 4 muestras (8%)
(Tabla 1).

En cuanto a la localizacion de las muestras de
patologia, encontramos que la mayoria de los casos
se encuentran en recto y colon sigmoides, con una
frecuencia acumulada de 28 casos (56%), seguidos
por colon ascendente con 17 casos (34%) y colon
transverso con 4 casos (8%).

La edad de los pacientes estudiados se encuentra
en un rango entre 28 y 88 afios, con una media de
61,8 afios, mediana de 63,5 afios y una moda de 64
afios. En pacientes con resultados de patologia posi-
tiva para VPH, se analizaron 7 casos de individuos
femeninos (50%), asi como 7 casos de individuos
masculinos (50%). La mayor cantidad de casos se
encuentran en recto y colon sigmoides con 8 casos
(57,1%), seguido de colon transverso, cada uno con
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Tabla 1. Frecuencia de los serotipos del VPH en
muestras de tejido de pacientes con diagnostico de
adenocarcinoma rectal

Serotipos Fr (%)
16,31 1(2)
16,31,66 1(2)
6,53 1(2)
53 8 (16)
6 3(6)

Negativo 35 (70)
No ADN 1(2)

Total 50 (100)

Fr = Frecuencia.

Tabla 2. Regiones del colon con CCR

Localizacion Fr CCR (%) Fr VPH [+]
Recto y sigmoides 28 (56) 8 (57,1)
Colon derecho 17 (34) 3 (21,5)
Colon transverso 4 (8 3 (21,4)
Colon descendente 1 2

Total 50 (100) 14 (100)

Fr = Frecuencia.

3 casos (21,4%), hallando prevalencia de este en
colon ascendente (Tabla 2).

Al analizar comparativamente las muestras,
encontramos que no hay diferencia estadistica-
mente significativa entre el sexo de pacientes entre
grupos, la localizacion del tumor, el tipo histolo-
gico, grado de diferenciacion, nivel de infiltracion,
afeccion ganglionar, metastasis y estadio clinico
(Tabla 3).

Discusion

Desde los primeros informes sobre el estudio de
la presencia y propagacion del virus del papiloma
humano en el cancer colorrectal, expresados a fines
de la década de 1980, se han realizado una gran
cantidad de estudios; sin embargo, las tasas de pre-
valencia del VPH en el CCR varian segtn los datos
disponibles, que van del 0% al 85%.

La participacion del virus del papiloma humano
en la carcinogénesis del cancer colorrectal es un
tema polémico. Ibragimova et al.?!, realizaron un
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Tabla 3. Comparacion entre grupos (positivo y negativo para VPH)

Variables Positivo (%) Negativo (%) Valor P OR IC 95%
Sexo Masculino 7 (50) 20 (57,1) 0,755 0,815 0,33-1,97
Femenino 7 (50) 15 (42,9)
Localizacion Colon derecho 3(21,4) 14 (40) 0,131 - -
Colon transverso 3(214) 1 (2,9
Colon izquierdo 0 (0) 1 (2,9
Recto y sigmoides 8 (57,1) 19 (54.,3)
Histologia Intestinal 8(57,1) 25(71,4) 0,466 - -
Mucinoso 5(35,7) 5(14,3)
No diferenciado 1 (7,1 1 (2,9
Medular 0 (0) 1 (2,9
Intestinal/mucinoso 0 (0) 1 (2,9
Mucinoso/medular 0 (0) 2 (5,7)
Diferenciacion Moderado 9 (64.3) 28 (80) 0,285 0,584 0,24-1,4
Poco 5(35,7) 7 (20)
Infiltracion T1 1 (7,1) 0 (0) 0,260 - -
T2 3(21,4) 9(25,7)
T3 5(35,7) 19 (54,3)
T4A 1 (7,1) 3 (8,6)
T4B 3(21,4) 4 (11,4)
TIs 1 (7,1) 0 (0)
Afeccion ganglionar 0 7 (50) 20 (57,1) 0,097 - -
1 2 (14.,3) 3 (8,6)
1A 2 (14,3) 0 (0)
1B 3(21,4) 4(11,4)
2A 0 (0) 6(17,1)
2B 0 (0) 2 (5,7
Metastasis 0 11 (78,6) 31 (88,6) 0,071 - -
1A 1 (7,1) 4(11,4)
1B 2 (14,3) 0 (0)
Estadio clinico | 3(21,4) 4(11,4) 0,647 - -
A 1 (7,1) 10 (28,6)
1B 0 (0) 1 (2,9
IIC 1 (7,1) 2 (5,7
1A 1 (7,1) 1 (2,9
111B 4 (28,6) 9(25,7)
Imc 1 (7,1) 3 (8,6)
IVA 1 (7,1) 4(11,4)
VB 2 (14,3) 1 (2,9
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metaanalisis para sistematizar los resultados de in-
vestigacion actualmente disponibles sobre el tema.
El analisis se baso en los datos de 19 estudios para
evaluar la asociacion de la infeccion por VPH con el
cancer colorrectal. Segun los datos obtenidos, deter-
minaron que el nivel estadisticamente significativo
de infeccion por VPH en el tejido tumoral de CCR y
el riesgo relativo resultante de desarrollar CCR con
infeccion por VPH es RR (IC 95%) = 2,97 (1,42-
6,22) con p = 0,0039.

En base a nuestro estudio se logré la identifica-
cion de hasta un 28% de muestras positivas para
VPH, lo cual se encuentra muy cerca del promedio
de deteccion publicado en un metaanalisis realizado
por Damin et al."’, en el cual es de un 31,9% de pre-
valencia general; destacando en nuestra muestra el
serotipo 53 con una mayor prevalencia, incluido en
el grupo de alto riesgo, lo cual difiere de los estudios
previos realizados sobre este tema, sin embargo,
una probable razén es que en la mayoria de estudios
publicados no se ha incluido este serotipo para su
estudio®'*!". Existe una falta de estudios prospec-
tivos bien planeados para valorar con suficiente
seguridad la relacion entre el virus y carcinogénesis
en adenocarcinoma colorrectal, sin embargo, hay
suficiente informacion disponible que sugiere una
relacion causa-efecto'*!”. De las muestras positivas
cabe destacar que se encontraron los serotipos 6, 16,
31, 53 y 66; de los cuales, los serotipos 16, 31, 53 y
66 son considerados de alto riesgo para neoplasia.
Logramos identificar en un alto porcentaje de es-
pecimenes, un serotipo raramente incluido en otros
estudios, el cual normalmente no se incluye, por ser
tan poco prevalente en otros tipos de cancer como
el cervicouterino'®.

Consideramos de manera oportuna el destacar
el panorama epidemiolégico de esta asociacion,
Damin et al."”, identifican una prevalencia menor
en Europa con un 14,1% y siendo la region con
una mayor prevalencia América del Sur con un
60,8%. El serotipo 18 fue el virus mas frecuente
en los casos de cancer colorrectal en la region de
Asia con un 73,34% y en Europa con un 47,3%; en
contraste el serotipo 16 fue mas frecuente en tumo-
res colorrectales de América del Sur con un 58,3%.
Asi como el resto la bibliografia referente a este
tema lo ha descrito, como es el caso de Pelizzer et
al.??, donde se realiza una evaluacion sistematica
de multiples de la asociacion VPH con CCR donde
se identifica una prevalencia en dos serotipos en
particular, el 16 con un 31,7% y el 18 con 35,8%,
destacando una asociacion similar.

En cuanto a la localizacion de los tumores
evaluados, se cuenta con un promedio muy pare-
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cido al incluido en la literatura mundial, con un
porcentaje mayor en region rectosigmoidea. En
orden descendente de prevalencia se encuentra el
colon ascendente, ciego y colon transverso, con
porcentajes muy parecidos a lo publicado’. En
caso de tumores en region rectosigmoidea podria
encontrarse una asociacion entre el sitio tan cerca-
no a region anogenital y la infeccion, sin embargo,
en sitios alejados como el ciego, colon ascendente
y colon transverso, cabria la posibilidad de iden-
tificar alguna otra via de contagio y diseminacion
del virus.

Hablando de los aspectos demogréficos y cli-
nicos, no se hallaron diferencias significativas en
cuanto a edad, sexo, localizacion del tumor, grado
de diferenciacion, infiltracion, ganglios afectados o
metastasis entre los grupos positivo y negativo, lo
cual corresponde a otros estudios donde tampoco se
encontraron diferencias.

Existen diversos métodos de identificacion
del virus, lo cual podria ser responsable de las
diferencias en resultados obtenidos en estudios
publicados previamente, asi como la calidad del
ADN de las muestras analizadas. Seria importante
desarrollar un protocolo de estudio, para llegar a un
método de deteccion adecuado y lograr la correcta
valoracion de las muestras en diferentes centros de
estudio. Asi mismo, logramos identificar en un alto
porcentaje de especimenes, un serotipo raramente
incluido en otros estudios, el cual normalmente no
se incluye en los serotipos a estudiar, por ser tan
poco prevalente en otros tipos de cancer como el
cervicouterino'®.

Conclusion

En conclusion, los resultados de nuestro estudio
apoyan la teoria de una asociacion entre adenocar-
cinoma colorrectal y el VPH, sin embargo, existe la
necesidad de estudios mejor disefiados para definir
una correlacion causal entre la presencia de cancer
y la infeccion de tejido. Estudios prospectivos con
un mayor nimero de pacientes podrian aportar mas
informacion sobre el tema, asi como identificar
diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos, las cuales no pueden ser adecuada-
mente valoradas con una poblacion tan reducida de
pacientes.

No hay otros estudios en poblaciéon mexicana
que valoren este fenomeno, lo cual abre la puerta a
nuevas hipotesis y a la necesidad de recabar mayor
cantidad de informacion en poblaciones con esta
patologia, asi como también ofrece informacion util
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que crea una pauta para incluir en nuevos estudios
una mayor cantidad de serotipos, para evaluar la
prevalencia real de VPH en especimenes de adeno-
carcinoma colorrectal. Es importante definir nuevos
protocolos de estudio para estandarizar métodos
de deteccion, asi como estudiar nuevas formas de
diseminacion del virus para explicar tumoraciones
tan alejadas de un probable sitio de entrada, como
seria la region anogenital.
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