Facultad de Medicina UNIVERSITAS
Departamento de Medicina Clinica Miguel Herndndez
Universidad Miguel Hernandez ax de Elche

Caracterizacion de la infeccidén cervical por el Virus
Papiloma Humano. Aplicacién de nuevas técnicas de
microbiologia molecular en el estudio de la infeccién

por el genotipo 16

Characterization of cervical infection by Human Papillomavirus.
Application of new techniques of molecular microbiology in the

study of infection by genotype 16

TESIS DOCTORAL
Ledicia Alvarez Paredes
San Juan (Alicante), 2017



UNIVERSITAS
N Miguel
¥ Hernandez




UNIVERSITAS
Miguel Herndndez
de Elche

D. JAVIER FERNANDEZ SANCHEZ, Director del Departamento de Medicina
Clinica de la Universidad Miguel Hernandez

AUTORIZA:

La presentacion y defensa como Tesis Doctoral del trabajo “Caracterizacion de
la infeccidn cervical por el virus papiloma humano. Aplicacion de nuevas
técnicas de microbiologia molecular en el estudio de la infeccion por el
genotipo 16” presentado por Dfia Ledicia Alvarez bajo la direccién del Dr. Juan
Carlos Rodriguez Diaz, Dr. Miguel Santibafiez Marguello y del Dr. Joaquin
Portilla Sogorb.

Lo que firmo en San Juan de Alicante a 10 de julio de 2017

Prof. J. Fernandez
Director

Dpto. Medicina Clinica

=
DEPARTAMENTO DE MEDICINA CLINICA
@ San Juan. Cira. da Valancia (M-332), Km. 8T = 03550 5




UNIVERSITAS
N Miguel
¥ Hernandez




UNIVERSITAS
Miguel Hernandez
¥ de Elche

Dr. Juan Carlos Rodriguez Diaz, Dr. Miguel Santibafiez Margiello y Dr.

Joaquin Portilla Sogorb, como directores de Tesis Doctoral

CERTIFICAN:

Que el trabajo “Caracterizacion de la infeccion cervical por el virus papiloma
humano. Aplicacién de nuevas técnicas de microbiologia molecular en el
estudio de la infeccion por el genotipo 16” realizado por DAa Ledicia Alvarez
Paredes ha sido llevado a cabo bajo nuestra direccion y se encuentra en
condiciones de ser leido y defendido como Tesis Doctoral en la Universidad

Miguel Hernandez.

Lo que firmamos para los oportunos efectos en San Juan de Alicante a 10 de

julio de dos mil diecisiete

Fdo. Dr. Juan Carlos Rodriguez Diaz

Fdo. Dr. Miguel Santibafiez Marguello

Fdo. Dr. Joaquin Portilla Sogorb

=
DEPARTAMENTO DE MEDICINA CLINICA

é Zan Jusn. Cira. de [M:332), K. BT = 03550 San Judh de Alcants
Ea WL B [




UNIVERSITAS
N Miguel
¥ Hernandez




A mis abuelos; in memoriam (lo que deja buenos recuerdos nunca muere)



UNIVERSITAS
N Miguel
¥ Hernandez




AGRADECIMIENTOS

Me gustaria agradecer de manera especial la ayuda y el &nimo prestado
por mi gente mas cercana. Mis padres y mis hermanas; de los que he
aprendido que hay que vivir con sentido de la justicia y con alegria y que la

capacidad de trabajo es una gran virtud.

Agradecer también a mis directores de tesis, el Dr. Juan Carlos
Rodriguez, Dr. Miguel Santibafiez y Dr. Joaquin Portilla por todos estos afios
de apoyo, ayuda y confianza. Gracias por darme la oportunidad de llevar a

cabo este proyecto y por vuestra paciencia.

Esta tesis doctoral es el resultado del trabajo y esfuerzo de mucha

gente, y os lo quiero agradecer:

A Gloria Royo (con quien inicie este proyecto), Montse Ruiz, Pilar Lopez;

gracias por vuestra implicacion y vuestra cercania.

A Maria Paz por su gran ayuda y por sus ganas de trabajar contagiosas.

A Antonio Galiana, Rosa Cremades y Laura Sanchez; gracias por
ensefiarme (con el sentido del humor que os caracteriza) esa parte de la
metodologia de la investigacion tan compleja y desconocida para mi.

A mis compafieros durante el periodo de residencia, que han compartido
conmigo algunos momentos de cansancio y frustacion; pero muchos mas de

alegrias.

A todo el personal técnico de laboratorio del Servicio de Microbiologia
del Hospital General Universitario de Elche, en especial a las “serdlogas’;

gracias por vuestra comprension y vuestra ayuda tan desinteresa.



A todas mis companeras del Hospital General Universitario de Burgos,
que han “soportado” el periodo final de este proyecto con infinita paciencia y

carino.

Gracias a mis amigos de siempre y a los que he conocido estos ultimos

afios por vuestros animos y ayuda.

Un pedacito de esta tesis os pertenece. Sinceramente agradecida



FINANCIACION

Esta tesis doctoral se ha desarrollado gracias a la ayuda Fundacion de
la Comunidad Valenciana para la investigacién biomédica, la docencia y la
cooperacion internacional y para el desarrollo del Hospital General Universitario
de Elche (FIBELX10/10) y de la Fundacion Bienvenida Navarro - Luciano
Tripodi.



UNIVERSITAS
N Miguel
¥ Hernandez




RESUMEN

Introduccion: La infeccion persistente por el Virus del Papiloma Humano (VPH)
de alto riesgo genotipo 16 es el factor principal en el desarrollo de Cancer de
Cérvix (CC). La carga y el subtipo viral podrian modular esta asociacion, por lo
que resulta importante su deteccion y el establecimiento de su relaciéon con

lesiones precursoras de CC.

Metodologia: Estudio transversal en 595 mujeres con infeccion cervical por
VPH, con diferentes grados de alteracion citologica. De estas, se seleccionaron
las mujeres con infeccién simple o multiple por VPH 16 (n=176) para la
determinacion de la carga viral, mediante PCR en tiempo real y la variante viral
por PCR anidada y posterior secuenciacion. Mediante regresion logistica no
condicional, se estimaron Odds Ratios (OR) crudas y ajustadas junto con sus
intervalos de confianza al 95% (IC95%) para evaluar la asociacion entre la

carga y variante virales y la existencia de lesiones cervicales.

Resultados: VPH 16 y VPH 52 fueron los genotipos mas prevalentes, presentes
en el 30,08% y 14,29% de las mujeres con infeccion por el VPH. El genotipo 16
fue el genotipo asociado de forma mas fuerte con el riesgo de lesion
intraepitelial de alto grado (HSIL) o carcinoma: Odds Ratio ajustada (ORa) por
edad e inmigracion 12,02 (IC95% 4,92-29,39). La edad (por cada 10 afios mas)
y el estatus inmigrante se asociaron de forma independiente con un aumento
de 2,35 (IC95% 1,40-3,94) y 4,31 (IC95% 1,06-17,51) veces del riesgo de
lesion de alto grado respectivamente. El hecho de tener una carga viral por
encima de la mediana (>1367,79 copias/célula), se asocié de forma
independiente con un aumento significativo del riesgo de lesidn intraepitelial de
alto grado o carcinoma tras ajustar por edad, estatus inmigrante, y variante
viral: ORa=7,60 (IC95% 2,70-21,36); ademas esta asociacion mostré un patron
dosis respuesta estadisticamente significativo al categorizar en base a los
tertiles de la carga viral: ORa para una carga superior al tercer tertil=16,57
(IC95% 4,09-67,06), p de tendencia lineal ajustada <0,001. No se encontraron

diferencias estadisticamente significativas en relacién a la variante viral



detectada o infeccion multiple, aunque se observé una mayor frecuencia de

infeccidn multiple en mujeres menores de 34 afios.

Conclusiones: La carga viral del VPH humano, especificamente la del genotipo
16, podria ser util como biomarcador prondstico de la infeccidon. Este trabajo
contribuye al entendimiento del efecto de la carga viral en la historia natural del
CC; sin embargo, estudios prospectivos son necesarios para confirmar estos

resultados.

Palabras Claves: Cancer de cérvix, Virus del Papiloma Humano de alto riesgo,

Carga Viral, Variante viral, Espafia.
ABSCTRACT

Introduction: Persistent human papillomavirus (HPV) infection with genotype 16
is the main factor in the development of Cervical Cancer (CC). Viral load and
viral subtype could modulate this association, so it is important to detect and

establish its relationship with CC precursor lesions.

Method: Cross-sectional study of 595 women with cervical HPV infection, with
different degrees of cytological alteration. Of these, women with single or
multiple HPV 16 infection (n = 176) were selected for viral load determination
using real-time PCR and viral variant by nested PCR and subsequent
sequencing. Through non-conditional logistic regression, crude and adjusted
Odds Ratios (OR) were estimated along with their 95% confidence intervals
(95%Cl) to evaluate the association between viral load and variant and cervical

lesions.

Results: HPV 16 and HPV 52 were the most prevalent genotypes present in
30,08% and 14, 29% of women with HPV infection. Genotype 16 was the
genotype most strongly associated with the risk of high-grade intraepithelial
lesion (HSIL) or carcinoma: Adjusted Odds Ratio (ORa) by age and immigration
12,02 (95% CI 4,92-29,39). Age (for every 10 years) and immigrant status were
independently associated with an increased risk for having high grade lesion of
2.35 (95%CI 1,40-3,94) and 4, 31 (95% CI 1,06-17, 51) respectively. Having a
viral load above the median (> 1367,79 copies / cell), was independently

associated with a significantly increased risk of high-grade intraepithelial lesion



or carcinoma after adjusting for age, immigrant status, and Viral variant: ORa
=7,60 (95%CI 2,70-21,36); In addition, this association showed a statistically
significant dose response pattern when categorized based on the tertiles of the
viral load: ORa for a load higher than the third tertile = 16,57 (95% CI: 4,09-
67,06), adjusted linear p trend <0.001. No statistically significant differences
were found in relation to the detected viral variant or multiple infection, although
a higher frequency of multiple infection was observed in women younger than

34 years.

Conclusions: Human HPV viral load, specifically of genotype 16, could be useful
as a prognostic biomarker of infection. This analysis has provided information
for understanding the effect of viral load on the natural history of CC. However,

prospective studies are needed to confirm these results.

Key Words: Cervical Cancer, High Risk Human Papillomavirus, Viral Load,

Viral Variant, Spain.
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ABREVIATURAS

AA: Variante Asiatico-americana
ADN: Acido desoxirribonucleico
Af1: Variante Africana 1

Af2: Variante Africana 2

AIN: Lesion intraepitelial anal
AR: Alto riesgo

ARN: Acido ribonucleico

As: Variante Asiatica

ASCH: Células escamosas atipicas en las que no se puede excluir lesion

escamosa intraepitelial de alto grado

ASCUS: Células escamosas atipicas de significado indeterminado
BR: Bajo riesgo

CC: Cancer de cérvix

CV: Carga viral

DE: Desviacion estandar

EUR: Variante Europea

FIGO: Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia
Genes E: Genes “early” tempranos

Genes L: Genes “late” tardios

HC2: Captura de hibridos de segunda generacion

HSIL: Lesion intraepitelial de alto grado



IARC: International Agency for Research on Cancer
1C95%: Intervalos de Confianza al 95%

ITS: Infeccién de transmision sexual

LCR: Long control region. Region larga de control
LEEP: Escision electro quirurgica con asa

LSIL: Lesion intraepitelial de bajo grado

ng: Nanogramos

NIC: Neoplasia intraepithelial cervicouterina

nm: Nanémetros

Ml: Microlitro

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ORa: Odds Ratio ajustada

ORc: Odds Ratio cruda

p53: Proteina p53

pb: Pares de bases

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
pmol: Picomol

pRb: Proteina retinoblastoma

SDS: Dodecil sulfato de sodio

SEGO: Sociedad Espanola de Ginecologia y Obstetricia
Tm: Temperatura de alienamiento

ValN: Lesién intraepitelial de vagina

VHS-2: Virus Herpes Simplex tipo 2



VIN: Lesion intraepitelial de vulva
VLP: Particulas similares a virus

VPH: Virus papiloma humano
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1. INTRODUCCION

El Virus del Papiloma Humano (VPH) representa una de las infecciones de
trasnmisidon sexual mas comunes en la poblacion. Se han identificado mas de
150 tipos de VPH que establecen infecciones productivas en el epitelio
estratificado de la piel y mucosas de humanos, asi como de una variedad de
animales. La infeccidon persistente con algunos tipos de VPH transmitidos
sexualmente denominados de «alto riesgo» puede evolucionar y producir

lesiones precancerosas y cancer invasivo.

La asociacion existente entre el VPH y el Cancer de Cérvix (CC) ha sido
claramente establecida (1-3); identificandose la infeccidon persistente por tipos
virales de alto riesgo (VPH-AR) como el factor mas importante (4, 5). Sin
embargo, existen otros factores relacionados con el huésped y el virus que
modulan ésta asociacion, siendo alguno de éstos la carga viral (CV) del VPH
(6-15), la infeccion multiple (16, 17), la coinfecciéon con genotipos de AR (18), la
integracion del genoma viral en el ADN celular (6, 19, 20) o la variabilidad

genética dentro un mismo genotipo viral (21-23).

Asi el conocimiento de estos datos en el momento del diagndstico de la
infeccion contribuiria a ayudar a tomar decisiones clinico-terapéuticas
adecuadas en cada situacion dependiendo del riesgo de progresién a cancer

de la lesion.

Sin embargo, la interaccion entre la célula humana y el virus es un fenémeno
muy complejo y aun no completamente conocido. Aunque la prevalencia de la
infeccion por VPH es muy alta en mujeres jovenes; el sistema inmune es capaz
de aclarar el virus en la mayoria de los casos. Sélo en algunas mujeres la
infeccion se hace persistente y en un pequefio subgrupo de las mismas, las
células del epitelio sufren cambios morfolégicos que en algunos casos
evolucionan a malignidad (24).



La carga viral del VPH ha sido interés de investigaciones cientificas, con el
propésito de dilucidar las caracteristicas y la dinamica de la asociacion con CC
y de esta manera, contribuir en el establecimiento de medidas que permitan la

disminucion de su impacto en la poblacién.

Estudios previos se han realizado para determinar la asociaciéon entre la carga
viral y la duracién de la infeccion (25, 26); asi como su relacién con la
severidad, progresion y desarrollo de CC (6, 7, 9). Los resultados de estos
estudios han encontrado que la cantidad de ADN viral aumenta con la
severidad de las lesiones de manera proporcional, siendo detectable incluso
antes del desarrollo de lesiones cervicales (9, 11, 12, 26); sin embargo otros

estudios no encontraron dicha asociacion (14, 15).

Dentro de los tipos virales de alto riesgo, el 16 y el 18 son los genotipos que
causan el 70% de los casos de CC y aln una mayor proporcion de los
canceres asociados a VPH como el de vulva, vagina, pene, ano y orofaringe
(27-29). El VPH 16 es el mas frecuente en casos de CC (entre 50-70%) (30);
por lo que, la mayor parte del conocimiento que se tiene sobre la relacion entre
la carga viral del VPH y el CC, se ha basado en este tipo viral. La mayoria de
estudios que han evaluado la carga viral de otros tipos de alto riesgo, no han
encontrado resultados comparables a los obtenidos para VPH 16 (6-8, 31).
Excepto Moberg et al., quienes encontraron que una carga viral alta de VPH 16
, VPH 31 y VPH 18/45 incrementaba el riesgo de desarrollar Carcinoma In Situ
(CIS) (32). De acuerdo a estos hallazgos, la carga viral del VPH provee
informacién para determinar el riesgo de CC, pero esta asociacion esta sujeta a

las diferencias tipo-especificas.

Otra de las variables que se han estudiado como moduladores de la asociacion
entre el VPH y el desarrollo de lesiones de alto grado es la variante viral
detectada (21-23, 33-35). La mayoria de los estudios relacionados con las
variantes de VPH se han centrado en las variantes del genotipo VPH 16 por ser
este el genotipo mas oncogénico. Se ha observado que las variantes no
europeas de VPH 16, particularmente del linaje AA, tienen una mayor

propension a la persistencia (34), y tal vez por esta razén tienen una asociacién



mas fuerte con la enfermedad de alto grado (HSIL) (36, 37). Un reciente
metaanalisis de los datos de distribucion de linaje en todo el mundo del VPH 16
confirmé la asociacion de ciertos linajes con un mayor riesgo de enfermedad
cervical, pero también sefal6 cierta dependencia geografica de estas
asociaciones (23). Dentro del linaje variante europea, una sustitucion de T350G
en el gen E6 conduce a un residuo de aminoacido alterado (L83V) y se ha
asociado con persistencia de VPH 16 (38) y enfermedad cervical (33). Aunque
no en todos los casos se encontré esta asociacion (39-41). Dos metaanalisis
recientes demuestran que el codon E350 esta asociado con la enfermedad
cervical, pero es probable que esta asociacion sea geograficamente
dependiente (23, 42).

Siendo el genotipo VPH 16 el que mas peso tiene sobre el desarrollo de CC,
nuestro estudio se va a centrar en el andlisis de la posible asociacion de la

carga viral y las variantes del genotipo VPH 16 y el desarrollo de HSIL.



UNIVERSITAS
N Miguel
¥ Hernandez




JUSTIFICACION



UNIVERSITAS
N Miguel
¥ Hernandez




2. JUSTIFICACION

El Cancer de Cérvix (CC) es una enfermedad con alto impacto a nivel mundial;
si bien, un 85% de los casos ocurre en paises en vias de desarrollo. Se
estimaron cerca de 528.000 casos nuevos y 266.000 muertes en el 2012 (27).

La infeccién persistente por VPH de un genotipo de alto riesgo oncogénico (4),
asi como la coinfeccion por genotipos de alto riesgo, favorece la progresion
neoplasica (16-18). EI CC es el segundo cancer femenino mas comun en

mujeres de 15 a 44 afos tanto en EEUU (43-45) como en Europa (46).

La carga viral del VPH se relaciona con la persistencia de la infeccion, y el
desarrollo de CC, por lo que ha sido interés de numerosas investigaciones
cientificas. Sin embargo, a pesar de esta asociacion, todavia no se ha definido
un limite de carga de ADN del VPH clinicamente util. La deteccion de ADN de
VPH de alto riesgo oncogénico en las células cervicales esta ganando cada vez

mas aceptacion en el cribado primario del cancer cervical (47).

Las diversas técnicas validadas para la deteccion de VPH no solo han
demostrado ser mas precisas que la citologia de Papanicolaou para revelar
lesiones precancerosas cervicales preexistentes (48, 49), sino que también
tiene un valor prondstico superior, con respecto al riesgo subsiguiente de
lesiones en mujeres sin lesiones en la citologia. Por lo tanto, es légico pensar
que la magnitud del valor predictivo de la prueba del VPH, tanto transversal
como prospectivamente, puede aumentarse teniendo en cuenta las mediciones

auxiliares de la carga viral en muestras cervicales.

Una alta carga viral puede indicar una infeccion productiva del VPH, que es
comun en las lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado. La replicacion
viral productiva también puede ser el resultado de una infeccién primaria en la

que el control inmune del huésped aun no se ha desarrollado.

En ausencia de anomalias citolégicas, una alta carga de VPH puede

explicarse de diferentes formas. En primer lugar puede ser indicativa de una
7



infeccion persistente y por lo tanto un aumento de la propensién a la
transformacién en una lesion displasica. En segundo término, puede deberse a
la mayor proporciéon de células displasicas en relacién a las células normales
que se coexfolian en el momento de la toma de muestra, revelando asi una
lesion de alto grado. Por lo tanto, independientemente del motivo, existe
plausibilidad para la expectativa de que la medicion de la carga de ADN del
VPH en las muestras cervicales puede estar asociada con resultados clinicos y,

por lo tanto, servir como biomarcador adicional en la carcinogénesis cervical.

Las variantes moleculares del VPH son definidas como aquellos aislados del
mismo genotipo que presentan diferencia menor del 2% en la secuencia de
nucleotidos del gen viral L1, comparados con el aislado viral referencia (50, 51).
Para el VPH 16 se han identificado entre 20 y 240 variantes moleculares (52,
53). Las variantes de VPH 16 han sido clasificadas como Europeas (E),
Asiaticas (As), Asiatico-americanas (AA), Norteamericana (NA), Africana-1
(Af1) y Africana-2 (Af2), basada en su distribucion geografica, que concuerda
con la de los grupos étnicos de la poblacion (54-56). En varias poblaciones se
ha mostrado que la infeccion con variantes no europeas (Af1, Af2, AA, As, NA)
del VPH 16 se encuentra asociada con un aumento de dos a nueve veces en el
riesgo de CC vy lesiones precursoras de alto grado (34, 36). Sin embargo, en
poblaciones con bajo nivel de mezcla étnica, como las de Europa, esta
asociacion no se observa (57). Adicionalmente, la mutacion del gen E6 T350G
(mutacion no sinénima que cambia el aminoacido 83 leucina a valina), que
aparece tanto en variantes europeas como no europeas, se asocié con un

aumento en el riesgo para el desarrollo de lesiones (33, 38).

Los hallazgos encontrados, tienen implicaciones importantes considerandose
que la carga viral y la variante, son factores del virus, que podrian modificar la
historia natural del CC. Por lo tanto, el presente proyecto resulta relevante,
puesto que permitira caracterizar esta asociacion en nuestras pacientes con

infeccion por VPH 16.



También se aportaran datos relevantes para la caracterizacion del
comportamiento del VPH, la prevalencia, la distribucion tipo-especifica y la

relacion con factores de riesgo observados en nuestra cohorte de pacientes.

En la actualidad existen tres vacunas autorizadas frente al VPH que
proporcionan proteccion frente a diferentes genotipos virales. La vacuna
nonavalente, recientemente comercializada, y que proporciona proteccion
frente a VPH 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58, se estima que tiene el potencial
de prevenir cerca del 90 % de los canceres de cuello cérvix, vulva, vagina y

ano, y el 80 % de las lesiones precancerosas (58).

Por ultimo, en base a estos datos del potencial de prevencion de desarrollo de
lesiones de alto grado de las vacunas comercializadas, pretendemos
determinar la prevalencia de genotipos virales de alto riesgo en funciéon de la
cobertura de las vacunas existentes, y su asociacién e impacto en el riesgo de

lesiones de alto grado de nuestra cohorte de pacientes.

Estos resultados ampliaran el conocimiento y contribuirdn a la mejora de los
programas de promocion y prevencion que contemplen la deteccion vy
tipificacion de VPH, la cuantificacion de la carga viral y la variante viral entre
otros. Finalmente con lo anterior se lograra la identificacion temprana de
mujeres en riesgo de desarrollar CC, buscando con esto, contribuir en la

reduccioén de la incidencia y mortalidad debida al CC.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Reseiia histérica

La hipdtesis de la relacion entre la infeccion viral y la genésis de determinados
procesos oncogénicos se demostrd por primera vez en el ser humano cuando
en 1964 Epstein y Barr observaron particulas virales pertenecientes a la familia

de herpesvirus en células linfoblasticas de linfoma de Burkitt.

El hecho clave que llevo a los investigadores a relacionar la infeccion por VPH
transmitida sexualmente con el cancer cervical fue las mayores tasas de cancer
cervical registradas en prostitutas en comparacion con las tasas registradas en
monjas; hecho que reflejaba la existencia de un agente transmisible por via

sexual que estuviera implicado en este tipo de cancer.

En la década de los setenta y en contra de las teorias cientificas que se
imponian, el Dr. Harald zur Hausen se atrevio a postular que el VPH tenia un
papel protagonico en el desarrollo del cancer uterino, principalmente en
mujeres con actividad sexual frecuente. En 1983 consiguié detectar el ADN de
los tipos virales de VPH 16 y 18 en las biopsias de las pacientes con CC

(resultados que logré reproducir a partir de procesos de clonacion).

Este hallazgo, que le dio un nuevo rumbo a la forma de estudiar causas y
tratamientos de las enfermedades oncoldgicas, lo hizo merecedor del Nobel de
Medicina en el 2008.

Sus trabajos cientificos junto con los de la epidemiologa colombiana Nubia

Munoz llevaron al desarrollo de una vacuna contra dicho virus.
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3.2.  Virus del Papiloma Humano (VPH)

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae. Debido a que las proteinas de
la capside viral son antigénicamente muy similares entre si, los VPH no se
clasifican por serotipos sino que atendiendo a las caracteristicas de su ADN se

clasifican segun genotipos.

Es un microorganismo con un genoma de tamafio limitado que no codifica
enzimas limitantes de la replicacion viral y por tanto depende de la maquinaria
genética de la célula huésped y de su replicacion para reproducirse. Tiene
preferencia por el epitelio inmaduro del cérvix (células metaplasicas y células
del estrato basal o de reserva) que posee actividad mitética. Se presenta con
mayor frecuencia en mujeres jovenes, en la zona de transformacion cervical y
una vez infectadas, con su proliferacién favorecen la progresion e infeccion del
virus (59).

Los diferentes tipos de VPH estan asociados con la infeccién en determinados
sitios epiteliales. A un nivel evolutivo, los VPH se dividen en varios grupos o

géneros distintos y las lesiones que causan tienen caracteristicas diferentes.

Los VPH estan contenidos dentro de cinco grupos evolutivos. Los tipos de VPH
que infectan el cuello uterino proceden del grupo Alfa que contiene mas de 60
genotipos. Los tipos de VPH de los grupos Beta, Gamma, Mu y Nu afectan

principalmente a los sitios cutaneos (Figura 1).

Los VPH Alfa se pueden subdividir en tres categorias (alto riesgo, bajo riesgo y
cutadneo), dependiendo de su prevalencia en la poblacion general y de la
frecuencia con la que causan cancer cervical. Los tipos de alto riesgo

provienen de los grupos Alfa 5, 6, 7, 9y 11 (59) (Figura 2).
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Beta-
apillomavirus

Mu-papiliomavirus L Gamma-papillomavirus
~

Nu-papillomavirus

Figura 1: Clasificaficion filogénetica de VPH

Fuente: Doorbar, J., Molecular biology of human papillomavirus infection and cervical cancer.
Clin Sci (Lond), 2006. 110(5): p. 525-41 (59).
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Genus + Species |Type Species | SCC Cervix | Adeno Cervix | Category
Alpha 1 HPV32 low risk
HPV42 low risk
Alpha 2 HPV3 cutaneous
HPV10 cutaneous
HPV28 cutaneous
HPV29 cutaneous
HPV77 cutaneous
HPV78 cutaneous
HPVS4 cutaneous
Alpha 3 E'ggm low risk
HPV72 low risk
HPV81 0.04% low risk
HPV83 0.04% low risk
HPV84 low risk
C86
C87
c89
Alpha 4 HPV2 cutaneous
HPV27 cutaneous
Alpha 5 HPvag kel
0:22% igh ris
HPV51 0.75% 0.54% high risk
HPV69 Sh=
HPV82 0.26% high risk
Alpha 6 HPV30 i
HPV53 0.04% high risk
HPV56 1.09% high risk
HPV66 0.19% high risk
Alpha 7 HPV18 1127% 37.30% high risk
HPV45 5.21% 5.95% high risk
HPV59 1.05% 2.16% high risk
HPV39 0.82% 0.54% high risk
HPV68 0.37% high risk
HPV70
C85
Alpha 8 HPV7 cutaneous (mucosal
HPV40 ‘cutaneous (mucosal
gg¥43 cutaneous (mucosal
Alpha 9 HPV16 54,38% 41.62% high risk
° HPV31 3.82% 1i08% mgh risk
HPV33 2.06% 0.54% high risk
HPV35 1.27% 1.08% high risk
HPVS52 2.25% high risk
HPV58" 1.72% 0.54% high risk
Alpha 10 55337 0.07% I isk
\ .07 oW rig!
HPV11 0.07% low risk
HPV13. low risk
HPV44 low risk
HPV55 0.04% low risk
HPV74
Alpha 11 HPV34 high risk
HPV73 0.49% high risk
Alpha 12 ;
Alpha 13 HPV54 low risk
Alpha 14 C90 low risk
Alpha 15 HPV71 low risk

Figura 2: Clasificaficion de los diferentes tipos VPH, tropismo y CC.

Fuente: Doorbar, J., Molecular biology of human papillomavirus infection and cervical cancer.
Clin Sci (Lond), 2006. 110(5): p. 525-41.(59)
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El genoma de los VPH contiene una doble hebra de ADN de 7.800 a 7.900
pares de bases, el virion mide 45-55 nm y tiene una capside icosaédrica
compuesta por 72 capsdémeros. El genoma ha sido dividido en tres regiones
principales: una region reguladora no codificante, la cual se denomina region
larga de control (LCR, long control region); una regiéon que incluye genes de
expresion temprana (E1 a E8), que dan origen a proteinas no estructurales y
una region que contiene los genes de expresion tardia (L1 y L2), que dan

origen a dos proteinas estructurales (60) (Figura 3).

Figura 3: Estructura genémina VPH

Fuente: Doorbar, J., Molecular biology of human papillomavirus infection and cervical cancer.
Clin Sci (Lond), 2006. 110(5): p. 525-41 (59).

El ciclo replicativo de papilomavirus esta ligado al estado de diferenciacion de
la célula epitelial. El establecimiento del virus en el tejido requiere de la

infeccidon de los queratinocitos basales frecuentemente a través de lesiones o
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abrasiones en el tejido, lo cual sugiere que es necesaria la presencia de células
con actividad mitética. Las funciones tardias de los papilomavirus, tales como
la sintesis de ADN viral, de las proteinas de la capside, asi como el ensamble
de los viriones ocurren exclusivamente en queratinocitos diferenciados. La
regulacion transcripcional de los genes tardios es dirigida por un promotor
especifico que solo responde en queratinocitos diferenciados. Se asume que el
virus no es citolitico y la liberacion de las particulas virales no ocurre antes de

la capa cornificada del epitelio queratinizado (59) (Figura 4).

Liberacion virus

Cornificado |
! s L
Granular ﬁ Iﬁ‘ [g Ensamblaje/Liberacién
= virus
Suprabasal
Fase amplificacion
3
3
d 3
Basal s E e
Fase proliferativa
wr  paTo 0670

Cutaneo Mucoso

Figura 4: Ciclo replicativo del VPH y su relacién con la invasion tisular

Fuente: Doorbar, J., Molecular biology of human papillomavirus infection and cervical cancer.
Clin Sci (Lond), 2006. 110(5): p. 525-41 (59).

La LCR contiene elementos de respuesta para factores de transcripcion
celulares, tales como AP1, SP1, Oct1, etcétera, asi como para las proteinas
virales E1 y E2, que controlan la replicacion y la expresion del genoma viral.
Particularmente, se ha determinado que el VPH 16 posee elementos conocidos
como PE (o p97) y PL (o p670), que son promotores que regulan la expresion
de genes tempranos y tardios, respectivamente, asi como la presencia de
ARNm con modificaciones de corte y empalme (splicing) durante la

diferenciacion de las células epiteliales (59).
18



Los genes E codifican las proteinas reguladoras (E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7 y
E8) necesarias para los procesos de replicacion, trascripcion 'y

citotransformacion.

Las proteinas E1 y E2 juegan un papel importante en la replicacion del genoma
viral, activan la transcripcion de E6 y E7 y por lo tanto la proliferacién celular,
ademas contribuye a la particion del genoma viral en las células hijas
(favoreciendo la segregacion del genoma viral durante la division celular
ligandolo a cromosomas mitéticos). En condiciones normales, la proteina E2,
por medio de la region reguladora LCR, mantiene silenciados los genes E6 y
E7.

El proceso de bloqueo de la proteina p53 (p53) y de la proteina del
retinoblastoma (Rb) por los genes virales E6 y E7, conduce a la inmortalizacion
celular. La célula no podra ni eliminar el ADN viral ni corregir los errores
intrinsecos al ADN celular, de modo que la célula acumula alteraciones

genéticas y adquiere un fenotipo neoplasico.

Los genes L codifican las proteinas mayores de la capside viral (L1 y L2) que
ensamblan nuevos viriones en las capas cutaneas superiores. La proteina esta
implicada en la invasion del virus a las células epiteliales (59). La union entre
estas proteinas tiene consecuencias importantes para el empaquetamiento de
ADN viral (60). En la Tabla 1 podemos ver una relacién de la actividad de las

diferentes proteinas codificadas por los genes del VPH.
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Se ha asociado selectivamente a la proteina E6 y su efecto sobre p53 en la
discriminacion de virus de alto riesgo con los de bajo riesgo, ya que los
primeros poseen una proteina E6 muy activa contra p53, mientras que la E6 de
los virus de bajo riesgo tiene una menor afinidad por p53 y estos casi no tienen
efecto sobre ella (61, 62).

Otra importante caracteristica, usualmente asociada a los virus de alto riesgo,
es que el genoma viral se integra al genoma de la célula, mientras que en los
virus de bajo riesgo el genoma permanece de manera episomal. Este proceso
de integracion se ha asociado con el paso de una lesion de alto grado a cancer
invasivo. Se ha reportado que en mas de la mitad de los casos de cancer con
infeccion VPH 16 y la mayoria en los que se detecta infeccion por VPH 18 el

genoma viral esta integrado en la célula huésped (61, 62).

La transcripcion de L1 y L2 esta regulada por factores reguladores de
transcripcion que se producen unicamente en aquellas células epiteliales mas
diferenciadas de la capa superficial del cérvix; esto explica porque la
produccion de viriones y el efecto citopatico son mas pronunciados en las

lesiones histolégicamente de mas bajo grado.

La secuencia mas utilizada para la clasificacion de los VPH es la del gen L1,
que es altamente conservado, aunque se han utilizado también otros genes
como E6 y E7. Se establece un nuevo tipo de VPH cuando las secuencias del
gen L1 varian en mas de 10 % respecto a tipos virales ya conocidos. Si la
diferencia es de 2 a 10 %, se les clasifica como subtipos virales y si la

diferencia es menor a 2 % se definen como variantes virales (63).

La via principal de transmision del virus es mediante contacto piel-piel o
mucosa-mucosa, No necesariamente por penetracion sexual. Generalmente se
transmiten varios tipos virales, resultando un porcentaje de coinfeccion cercano
al 20-30%, proporcion que es incluso mayor en pacientes con lesiones de alto
grado (30, 64, 65).

La replicacion viral ocurre en las células epiteliales, por lo que la ausencia de
viremia no nos permite detectar estadios preclinicos de la infeccion por VPH, y

asi mismo evade la activacion del sistema inmune, lo cual se debe tener en
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consideracién en el momento de establecer estrategias de cribado donde el
principal objetivo sea detectar mujeres en riesgo de padecer la enfermedad
(30).

3.3. Epidemiologia

El Cancer de Cérvix (CC) representa el tercer cancer mas frecuente en las
mujeres a nivel mundial, después del cancer de mama y el cancer colorrectal.
Segun el ultimo informe de The International Agency for Research on Cancer
(IARC), se estimaron cerca de 528.000 casos nuevos en el 2012, teniendo una
tasa de incidencia ajustada por edad de 14 por 100.000 mujeres/afio. Cerca del
85% del impacto a nivel mundial, ocurre en paises en vias de desarrollo,
principalmente de Africa, sur y centro de Asia, y Sudamérica. En contraste, en
paises desarrollados, se han reportado incidencias menores a 10 por cada
100.000 mujeres/ano. Se ha identificado que el pico de deteccion de neoplasia
intraepitelial cervical grado 3 ocurre entorno a los 30 afios; mientras que el pico

de CC se evidencia a los 40 afios (43, 66).

El CC fue responsable de 266.000 muertes a nivel mundial durante el 2012
(tasa ajustada: 6,8 por 100.000 mujeres/afio), de las cuales cerca del 87%
ocurrieron en paises en desarrollo de Africa, Asia, América Latina y el Caribe.
Se estima una tasa de mortalidad de 10 a 25 mujeres por cada 100.000
mujeres/afio en paises en vias de desarrollo, mientras que en paises
desarrollados (Asia occidental, Europa occidental y Australia/Nueva Zelanda)
se estima una tasa de mortalidad de 2 a 8 por cada 100.000 mujeres/afio (43)
(Figura 5).

En Espafia se diagnosticaron unos 2.511 casos en 2012, lo que representa el
3,3% de los tumores femeninos, por detrdas de los tumores de mama,
colorrectales, estdémago, cuerpo de utero, ovario y hematoldgicos. Con una
incidencia ajustada de 9,1 por cada 100.000 mujeres al afio, Se estima una

mortalidad ajustada de 2,7 por cada 100.000 mujeres al afio (45) (Figura 6).
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El Virus de Papiloma Humano (VPH) esta asociado a un 99,7% de casos de
CC, principalmente los genotipos de alto riesgo (VPH-AR) (4). Las mas altas
prevalencias de infeccion por el VPH se registran en Africa (94,2%) y la mas
baja en Oceania (88,3%) (68). Dificultades en el acceso a los servicios de
cribado, no adherencia a los programas de prevencion y promocion, son
factores sociales asociados a un bajo estrato socioeconémico y a menores
niveles de educacién, que suelen ser mas frecuentes en regiones donde la

prevalencia de VPH es mayor (30).
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Figura 5: Tasas de incidencia y mortalidad del cancer de cérvix a nivel mundial,

estandarizadas por edad /100.000 mujeres/afio. 2012.
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Fuente: Ferlay, J., et al., Cancer incidence and mortality worldwide: sources, methods and
major patterns in GLOBOCAN 2012. Int J Cancer. 136(5): p. E359-86 (43).
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Estimated incidence and mortality for women in Spain, 2012
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Figura 6: Tasas de incidencia y mortalidad del cancer de cérvix en Espafia,

estandarizadas por edad /100.000 mujeres/afo. 2012.

Fuente: World Health Organization. International Agency for Research of Cancer. EUCAN.

2012. Disponible en: http://eco.iarc.fr/eucan/ (45)
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Se ha encontrado, que de acuerdo al grado de severidad de las lesiones
cervicales, la prevalencia en general de VPH se incrementa de un 12% en
mujeres con citologia normal, a un 89 % en mujeres con CC. En mujeres con
citologia normal, la prevalencia de VPH varia de un 8-9% en Asia central/
occidental y Europa, a mas de un 20% en Africa, América y Oceania. Entre los
diferentes grados de severidad de las lesiones, se encuentran diferencias en
las prevalencias de VPH por regién (67) (Figura 7).
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Abreviaturas: VPH: human papillomavirus; ASCUS: atypical squamous cells of undetermined significance; LEI-BG: low-
grade squamous intraepithelial lesion; LEIAG: high-grade squamous intraepithelial lesion; CIN: cervical intraepithelial

neoplasia grade; ICC: invasive cervical cancer.
Figura 7: Prevalencia de VPH por severidad de la lesion cervical y region. 2012.

Fuente: Guan P, et al. Human papillomavirus types in 115,789 VPH -positive women: a meta-
analysis from cervical infection to cancer. International journal of cancer Journal international du
cancer. 2012 Nov 15; 131(10):2349-59. (67)
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Los tipos virales mas frecuentes son VPH 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58. Sin

embargo, se encuentran diferencias de prevalencias tipo especificas de

acuerdo a la region analizada. VPH 16 y 18 son los dos tipos mas prevalentes
a nivel mundial (68, 69) (Figura 8).

70

All ICC cases
(HPV prevalence 89.8%)

2
a
3
=
z
5
T
3
z
3
2
£

HPVIE  HPVIE  HI PV3: Py 2 HPV3S  Hi HPV3Y
(N=30743) (N=30405) (N=23487) (N=26187) (N=20859) (N=24652) (N=22555) (N=21334) (N=19415) (N=18806)

Eastern Asia
(HPV prevalence 89.7%)

)

HPVIG  HPVIS  HPVS8  HPVS2  HPV33  HPV31  HPVAS  HPVSD  HPV3O  HPV3S
(N=11651) (N=11363) (N=10045) (N=9370) (N=9939) (N=0119) (N=6755) (N=7585) (N=7105) (N=7369)

Europe
(HPV prevalence 88.9%)

5
3
.
.
3
g

6 HPV: HPV3: V33 HPVAS  HPV3S  HPVSE  HPVS2
(N=8910) (N=8919) (N=6822) (N=7584) (N=5530) (N=5925) (N=5265) (N=5145) (N=2237) (N=4483)

South/Central America
(HPV prevalence 91.1%)

=
2
%
2
2
3
e
3
z
2
z
3
.
g
=
H

6 HP HPV3 PV4S  HPV33  HPV! P 5 P
(N=3010) (N=2951) (N=2467) (N=2340) (N=267) (N=2393) (N=2303) (N=2340) (N=2316) (N=2316)

§ 0§ &8 § § §

g

2

§ § &8 8§ §8 8

i

¥ 8 8 § § §

g

-

§ § &8 § § §

§

g

Africa
(HPV prevalence 94.2%)

H HPVIS  HPVAS  HPV33  HPV3S  HPVS2  HPVST  HPV31 HPVES
(N=2011) (N=2011) (N=2011) (N=1848) (N=1668) (N=1778) (N=1668) (N=1821) (N=1778) (N=1047)

Western/Central Asia
(HPV prevalence 90.6%)

HPVI6  HPVIS  HPVAS  HPV33  HPV31  HPV35  HPVS8  HPVS2  HPVSS  HPV59
(N=2051)  (N=2051) (N=1347) (N=1531) (N=1560) (N=1370) (N=1380) (N=1253) (N=1262) (N=1184)

North America
(HPV prevalence 89.2%)

HPVIB  HPV45  HPV3!  HPV33  HPVS2  HPV35  HPVA3  HPV59.
(N=2485) (N=2485) (N=2324) (N=2458) (N=2413) (N=2211) (N=2360) (N=2182) (N=2182) (N=2211)

Oceania
(HPV prevalence 88.3%)

HPVIE  HPVIE
(N=625)  (N=625)

HPVdS
(N=352)

HPVT3
(N=302)

HPV3D
(N=302)

HPV3S
(N=302)

HPV31
(N=405)

HPV53
(N=223)

HPV33  HPV52
(N=405)  (N=405)

Abreviaturas: ICC: invasive cervical cancer; VPH: human papillomavirus.
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(1990 - 2010)
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Fuente: Li, N., et al., Human papillomavirus type distribution in 30,848 invasive cervical cancers
worldwide: Variation by geographical region, histological type and year of publication. Int J
Cancer. 128(4): p. 927-35 (68).

También se encuentran diferencias de prevalencia tipo especificas de acuerdo
a la region analizada (Figura 9) en las mujeres con infeccion cervical sin
alteracion histopatologica. Esta prevalencia, que es mayor en las mujeres
menores de 35 afios de edad, disminuye en las mujeres de edad avanzada. Se
estima que alrededor de 291 millones de mujeres en todo el mundo son
portadoras de ADN del VPH, de las cuales el 32% estan infectadas por los
genotipos VPH 16 o VPH 18, o por ambos. Los tipos de VPH mas comunmente
detectados son similares a los descritos mas frecuentemente en casos pre-

neoplasicos y de cancer, aunque la contribucién relativa de VPH 16 y VPH 18

es sustancialmente menor en mujeres sin alteracion citologica (70).
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Figura 9: Prevalencia de infeccion por VPH por regiones a nivel mundial

Fuente: Worldwide prevalence and genotype distribution of cervical human papillomavirus DNA
in women with normal cytology: a meta-analysis. De Sanjosé, Silvia et al.The Lancet Infectious
Diseases, Volume 7, Issue 7, 453 — 459 (70).

En Espafia, la prevalencia de infeccion por el VPH en mujeres sexualmente

activas en la poblacion general alcanza el 14% aunque puede variar segun el
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grupo de edad estudiado y los factores de riesgo asociados. A partir de los 40

anos, la cifra es mas baja, aproximadamente entre el 5-6% (65). En la Figura

10 se muestran los porcentajes de prevalencia de los genotipos de alto riesgo

en mujeres espaniolas con diferente grado de lesidn histopatologica (71).
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Figura 10: Prevalencia VPH AR en mujeres espafolas con y sin lesion cervical

Aberviaturas: LSIL (lesion intraepitelial de bajo grado), HSIL (lesion intraepitelial de alto grado),

CC (cancer cérvix)
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Fuente: ICO Information Centre on VPH and Cancer. Spain Human Papillomavirus and
Related Cancers, Fact Sheet 2016 (71)

El CC se considera un problema importante el campo de la salud publica, y es
reconocido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), como una
prioridad, al igual que la infeccion por el VPH. EI CC produce una reduccion en
los afos de esperanza de vida, estimada en 29 afios, considerablemente
mayor que para las mujeres que mueren por cancer de mama. Esta situacion
provoca una importante y evitable carga para las familias jovenes y tiene
importantes costes sociales. La realidad biologica es que la exposiciéon a la
infeccion y reinfeccion frecuente con los tipos de VPH mucosotrépicos en

jovenes pueden tener consecuencias graves en la salud a largo plazo (3).

3.4. Factores de riesgo

Para el desarrollo de CC, se ha identificado que el factor central es la infeccién
persistente por tipos de alto riesgo del VPH. Se entiende como persistente una
infeccion de VPH, cuando es posible detectar el mismo tipo viral en dos o0 mas
ocasiones, en un tiempo determinado. No existe consenso sobre cual debe ser
la duracién de este periodo, hay autores que entienden que son necesarios

hasta dos afios de persistencia (72).

Sin embargo, se requieren otros factores tanto a nivel del virus como del
huésped, que facilitan la infeccion y/o persistencia del VPH, la regresion o

progresion de las lesiones (30).

Mas del 70% de las mujeres sexualmente activas adquieren una infeccion por
VPH. La prevalencia infeccion cervical por VPH alcanza su punto algido en
edades jovenes (<25 afios), reflejando la adquisicidon sexual y el aclaramiento
tipicamente rapido de la infeccién. La mayoria de las infecciones son
transitorias y son eliminadas mediante inmunidad celular entre 1-2 afos

después de la exposicion al virus (73-75).

En algunas poblaciones, la prevalencia del VPH demuestra un segundo pico en
las mujeres mayores de 55 afos (73).
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Aproximadamente un 25% de las mujeres infectadas progresan a lesion
intraepitelial de bajo grado (LSIL); de estas entre el 20 y el 40% evolucionan a
lesiones intraepiteliales de alto grado (HSIL). Esto indica, que del total de
mujeres que en alguna ocasion adquieren VPH, solo el 5 o 10% de ellas
desarrollaran una HSIL, mientras que en cerca del 90% de las mujeres
infectadas se producira el aclaramiento viral, por lo que no mostraran evidencia

alguna del tipo viral adquirido después de 12 a 36 meses (76) (Figura 11).
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Fuente: Schiffman, M., et al., Human papillomavirus and cervical cancer. Lancet, 2007.
370(9590): p. 890-907 (76).

Figura 11: Persistencia viral de VPH

Las mujeres con alguna inmunodeficiencia, heredada o inducida
farmacolégicamente, tienen mayor riesgo de presentar persistencia de la
infeccion, y progresion a CC (77-79). El tiempo estimado desde la infeccion

inicial hasta la carcinogénesis es de 10 a 20 afios (30).

Otros factores relacionados con el huésped asociados al riesgo de infeccion o a
la susceptibilidad y progresion de las lesiones son aquellos relacionados con el
comportamiento sexual tanto de la mujer como de su pareja (inicio temprano de
la actividad sexual, multiples compaferos sexuales, exposicion a otras
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enfermedades de transmision sexual, uso de preservativo), la paridad (mas de
4 partos, menor edad al primer parto), el estado inmune (infeccién por VIH y
tratamiento inmunosupresor) y la exposicion a mutagenos y factores

hormonales (tabaquismo, y uso de anticonceptivos orales) (72, 77, 80-82).

El tabaco aumenta el riesgo de progresion de la infeccidon entre 2-4 veces, ya
que tiene un efecto carcinogénico directo y ademas produce alteraciéon de la

inmunidad local en el cuello uterino.

El consumo de anticonceptivos orales durante mas de 10 afios se asocié con
un aumento del riesgo con respecto a las mujeres que nunca han usado
anticonceptivos orales, ya que se postula que los estrogenos y progestagenos
podrian potenciar la expresiéon de genes del VPH en el cérvix a través de
mecanismos mediados por receptores de progesterona y elementos de

respuesta hormonal en el genoma viral.

La alta paridad se ha relacionado con un aumento de las lesiones de alto
grado, ya que el mantenimiento durante muchos afios de la zona de
transformacion en el exocérvix, puede facilitar la exposicién al VPH, aunque

podrian también estar implicados factores hormonales

También se ha reportado la existencia de susceptibilidad en mujeres
coinfectadas con Chlamydia trachomatis y/o Virus Herpes Simplex tipo 2 (VHS-
2). Posiblemente la razon se deba a la respuesta inflamatoria asociada a la
infeccion que da lugar a la generacion de radicales libres y el desarrollo de
inestabilidad genética (83).

Por otro lado se han descrito factores de riesgo sociales como estrato
socioeconémico bajo y bajo nivel educativo y cultural, sin lograr establecer con
claridad si implica mayor exposicion al virus o dificultades para acceder a los

servicios (84).
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3.5. Histopatologia

El canal endocervical esta constituido en su parte proximal por epitelio
columnar y en su parte distal por epitelio escamoso. La union escamo-columnar
es conocida como la zona de transicion, la cual suele ser el origen de la
mayoria de las lesiones displasicas, y carcinomatosas. Esta zona cambia
dependiendo del estado hormonal de la mujer, ya que durante la
preadolescencia y en la postmenopausia, ésta se hace dificil de visualizar al
examen ginecoldgico. La infeccion por VPH induce el cambio de la arquitectura

celular hacia la displasia a nivel de la zona de transicion y areas adyacentes.

Durante la edad reproductiva, el ambiente acido predominante en la vagina,
lleva a la destruccién de las células columnares e induce una metaplasia
escamosa en la zona de transicion, clinicamente considerada benigna. La zona
de transformacion cervical es un anillo de metaplasia escamosa activa donde el
epitelio escamoso estratificado del ectocérvix socava progresivamente vy
reemplaza al epitelio glandular del endocérvix. Por razones poco claras, el
tejido metaplasico es especialmente susceptible al potencial carcinogénico de

las infecciones persistentes por VPH (30, 76, 85).

En las mujeres, durante la pubertad y el embarazo, se agranda la zona de
transformacion en el exocérvix. La exposicion al VPH en esos momentos puede
facilitar la infeccién y puede explicar las asociaciones del CC de células
escamosas con un inicio precoz de la actividad sexual, con un primer parto a

una edad temprana o con antecedentes de multiples embarazos.

El VPH entra a través de la capa basal del epitelio (usualmente la zona de
transicién) donde el virus se replica a medida que las células basales se
dividen. El virus puede persistir en la capa basal en forma latente (inactiva) o
puede continuar su replicacion a medida que las capas basales se diferencian y
ascender a través del epitelio donde el efecto citopatico puede ser reconocido
en cortes histologicos y frotis citologicos como: coilocitos, paraqueratosis y

queratinizacion de células individuales.
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La expresion de los genes de VPH se va a producir de forma paralela a la

diferenciacién de las células escamosas epiteliales (Figura 12).
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Figura 12: Modelo biolégico de la expresion de los genes VPH de alto riesgo en

las células del epitelio cervival

Fuente: Doorbar et al, Molecular biology of human papillomavirus infection and cervical
cancer.John Doorbar Clinical Science May 01, 2006, 110 (5) 525-541 (59).

La infeccion aguda puede resolverse con una regresion espontanea de las
lesiones o puede persistir como infeccidon latente que puede reactivarse en

cualquier momento.

Aproximadamente el 80% de los casos de CC, corresponden a cancer de
células escamosas, mientras que un 20% son adenocarcinomas. La
distribucién de los tipos de VPH dentro de los tipos histologicos de cancer
difiere (los adenocarcinomas se asocian mas a VPH tipo 18 y las lesiones
escamosas a VPH 16) (30, 85).

Existen diferentes clasificaciones que describen los cambios anormales en las
células escamosas en el cuello del uUtero y sirven para caracterizar las lesiones

precancerosas.

El sistema de clasificacion de las Neoplasias Intraepiteliales Cervicouterinas
(NIC) o CIN por sus siglas en inglés, se estableciéo en 1968 y fue introducido

por Richart, para tener en cuenta las diversas evoluciones naturales
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observadas en displasias de diferentes grados (de NIC1 o displasia leve, a
NIC2 o displasia moderada y a NIC3 o displasia grave). La clasificacién de las
NIC todavia se utiliza en muchos paises para los informes citolégicos, aunque
en sentido estricto se debe utilizar solo para los informes histolégicos (es decir,
informes sobre los resultados de examenes microscopicos de muestras

tisulares) (Figura 13).

Figura 13: Clasificacion de la neoplasia intraepitelial cervical (Richart)

Abreviaturas: NIC 1: la alteracion afecta al tercio basal; NIC2: la alteracion afecta entre uno y

dos tercios; NIC3: la alteracion afecta a mas de dos tercios.

El Sistema de Bethesda se desarroll6 en los afios noventa en el Instituto
Nacional del Cancer de los Estados Unidos y en la actualidad es el sistema de
clasificacion recomendado por la OMS para los informes citologicos. En este
sistema, que se debe utilizar solo para los informes citolégicos (es decir,
informes sobre los resultados de examenes microscépicos de frotis). En esta
clasificacion la NIC2 y la NIC3 se combinan en un grupo, denominado lesiones
escamosas intraepiteliales de alto grado (HSIL, por sus siglas en inglés),
porque citolégicamente es dificil, cuando no imposible, distinguir estos dos
niveles de displasia. Entretanto, los resultados que muestran una NIC1 se
denominan lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado (LSIL, por sus
siglas en inglés) (Figura 14).

En el Sistema de Bethesda del 2001 (86), las células atipicas se clasifican en

ASCUS (células escamosas atipicas de significado indeterminado) y ASCH
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(células escamosas atipicas en las que no se puede descartar una lesion

intraepitelial escamosa de alto grado).
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Figura 14: Clasificaciones que describen los cambios anormales en las células

escamosas en el cuello del utero.

Abreviaturas: ASCUS (células escamosas atipicas de significado indeterminado), LSIL
(lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado) HSIL (lesiones escamosas intraepiteliales

de alto grado) NIC (neoplasias intraepiteliales cervicouterinas).

Fuente: Schiffman, M., et al., Human papillomavirus and cervical cancer. Lancet, 2007.
370(9590): p. 890-907 (76).
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3.6. Cribado, diagnéstico y tratamiento
A. Cribado y Diagnéstico
A.1. Métodos basados en el diagndstico citolégico

Dado que la evolucion a CC tiene una larga historia natural, existe la posibilidad
de detectar mujeres de riesgo, de manera temprana. La citologia, prueba
utilizada tradicionalmente en el cribado, ha sido muy eficaz en estos afos
reduciendo notablemente la incidencia de CC y la mortalidad hasta un 50% (87,
88).

El cribado por citologia ha sido especialmente exitoso en paises donde existen
recursos adecuados para asegurar una alta cobertura y alcance de la poblacién
de riesgo; esto se ha demostrado mas claramente en los Paises Nordicos y en
el Reino Unido (88-90). Estudios de casos y controles de mujeres que
desarrollaron CC también proporcionan evidencia adicional en este aspecto
(91, 92).

Sin embargo, el procedimiento es generalmente ineficiente e inviable en
muchas partes del mundo donde no existe una infraestructura apropiada. En
América Central y América del Sur, la cobertura puede ser alta, pero la calidad
de los programas de citologia y el acceso al tratamiento son limitados, a

excepcion de Chile (93).

El estudio citolégico se puede realizar de dos formas diferentes. En primer
lugar la citologia convencional, que consiste en un proceso manual de
extension de células en el portaobjetos cuyos principales inconvenientes son: la
dificultad en la estandarizaciéon, y la presencia de moco cervical, sangre,
superposicion de células o la existencia de células inflamatorias que dificultan

la observacion de las extensiones y favorecen la variabilidad interobservador.

En segundo término, la citologia liquida, en la que la muestra es introducida en

un medio liquido y posteriormente en los laboratorios se realiza una extension
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en capa fina, evitando muchos de estos inconvenientes y reduciendo el nimero

de falsos negativos y falsos positivos (94).

A.2. Métodos moleculares de deteccion de acidos nucleicos

Hasta la aparicion de las nuevas técnicas de deteccion de acidos nucleicos, el
diagnostico de la infeccion por VPH se habia basado en la evaluaciéon de los

efectos citopaticos del virus en el epitelio cervical.

Existen dos métodos fundamentales que se han utilizado hasta el momento
para la deteccion de acidos nucleicos; las técnicas basadas en la amplificacion
de la sefal y las que se fundamentan en la amplificacion de los &cidos

nucleicos.

Entre los métodos que amplifican la sefal, la captura de hibridos, es la técnica
de referencia hasta el momento. Consiste en la deteccion en solucion de
hibridos de ADN viral con sondas de ARN sintético complementario y posterior

revelado con fluorescencia.

Con respecto a las técnicas de amplificacion de acidos nucleicos existen
multiples formatos de aplicacion de esta metodologia (reaccién cadena
polimerasa, PCR a tiempo real, NASBA...) (Tabla 2).
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En la deteccion y tipado de VPH se han utilizado diferentes disefios de
sistemas de PCR que incluyen los especificos de tipo y los sistemas

denominados de amplio espectro o consenso (96).

La PCR especifica de tipo es un método muy sensible, ya que se basa en el
disefio de cebadores para regiones diferenciales entre los diferentes VPHs. Un
ejemplo seria la amplificacion especifica de los oncogenes virales (E6/E7) de
un determinado tipo o variante viral. El uso de cebadores especificos permite
ajustar las condiciones de reaccién a sensibilidades de fentogramo con
especificidades cercanas al 100%. Por otra parte permiten la realizacion de
anadlisis de deteccion de variantes virales, cuantificacion normalizada frente a

genes constitucionales (albumina, B-globulina), analisis de integracion viral, etc.

Los sistemas de PCR que usan cebadores consenso, son los mas utilizados
hasta el momento. Estos sistemas suelen amplificar la region L1 que es de las
mas conservadas del genoma del virus. Existen tres tipos de cebadores

consenso:

1. Una unica pareja de cebadores que solo presenta “afinidad” por algunos
tipos virales. Para compensar los desapareamientos, la PCR se realiza a
bajas temperaturas de alienamiento. Un ejemplo son los cebadores GP

(general primer) P5+/6+.

2. Varias parejas de cebadores, que contienen varias posiciones
degeneradas para compensar las variaciones intratipicas en los lugares
de la secuencia donde se unen los cebadores. Un ejemplo son los
cebadores tipo MY09/11.

3. Combinaciéon de diferentes cebadores que se unen en las mismas
posiciones del genoma. Estos cebadores suelen tener en su secuencia
inosina que se puede unir a cualquier nucledtido. Ejemplos de este tipo
de cebadores son los PGMY09/11 y SPF10.

Por lo descrito anteriormente, los sistemas de PCR que utilizan multiples

cebadores son mas eficientes para la deteccion de infecciones multiples.
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La deteccion molecular del VPH de AR, ya se ha incorporado en los
programas de prevencion del CC en entornos de recursos altos, como una
prueba de cribado primaria. Esta técnica parece ser especialmente util en
casos en los que la citologia carece de sensibilidad adecuada para detectar
algunas lesiones premaligas y sobre todo el adenocarcinoma de cérvix cuya

incidencia esta aumentando en estos ultimos afos (47, 97, 98).

La deteccion de VPH ha demostrado, una mayor sensibilidad que la citologia
(entre 23% y 43% en el caso de captura de hibridos) en funcion del umbral
deteccion elegido (= a NIC2 o = a NIC3) o del punto de corte de la citologia
(ASCUS o LSIL). Por otra parte, la especificidad se reduce respecto a la
citologia (entre el 6-8% para HC2) (99).

Las técnicas validadas para la deteccion molecular de VPH han demostrado
una mejor reproducibilidad respecto a la citologia (menor variabilidad inter-
laboratorio) (90, 100). Ademas, poseen un elevado valor predictivo negativo
(VPN), cercano al 99%, en mujeres mayores de 30 afos; lo que significa que
una determinacion negativa se traduce en una muy baja probabilidad de tener
una lesion = a HSIL/NIC2 actual y en los préximos 5-7 afios (49, 90).

Tras un resultado negativo en la deteccion de VPH el riesgo de desarrollar
HSIL/NIC3 en los siguientes 6 afios es del 0,27%, valor similar al riesgo tras un
resultado negativo de cotest de 0,28. La estimacion de riesgo para el mismo
periodo tras una citologia negativa es de 0,97% (49). El cribado basado en el
VPH proporciona un 60-70% mas de proteccion contra los carcinomas
cervicales invasivos en comparacion con la citologia. Los datos de ensayos
aleatorios a gran escala apoyan la iniciacién del cribado basado en VPH desde
los 30 afios y la extension de los intervalos de cribado a al menos 5 afios (97,
101).

Por ultimo, la deteccion de VPH incrementa sustancialmente la deteccion de
adenocarcinoma cervical y de sus lesiones precursoras. La incidencia de este
subtipo de neoplasia no ha disminuido o incluso ha aumentado en algunos

paises en los que el cribado se basa exclusivamente en la citologia (102-104).
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Entre los multiples métodos comercializados para la deteccion del VPH deben
utilizarse aquellos clinicamente validados y fiables (105). Idealmente estas
pruebas no deben buscar la maxima capacidad de deteccion (sensibilidad
analitica) sino la mejor deteccion de lesiones (HSIL o CC) relacionadas con el
VPH (sensibilidad clinica).

Por otra parte, también hay que considerar que el punto débil de estas técnicas
es su especificidad, ligeramente inferior a la de la citologia. Como
consecuencia, en el caso de obtener un resultado positivo en la prueba inicial
de deteccion del VPH, se necesita una segunda prueba, llamada “de triaje”, con
el objetivo de estratificar a las mujeres segun el riesgo de sufrir lesiones
premalignas en los préximos anos. El objetivo de esta prueba de triaje es
ahorrar colposcopias innecesarias a aquellas mujeres con citologia negativa y
test de VPH positivo, ya que esta comprobado que tienen un riesgo minimo de

padecer CC en los préximos afos.

La prueba de triaje que se aconseja en la Guia de la Sociedad Espafola de
Obstetricia y Ginecologia es la citologia y es la que se ha estado utilizando en
Holanda y en todos los paises con mas experiencia y mayor efectividad en los
cribados de CC. Sin embargo, recientemente se han publicado varios estudios
evaluando otfras opciones con muy buenos resultados como el genotipado
parcial (deteccion separada de los genotipos 16 y 18) o la tincion dual, si bien
esta ultima necesita aun mas estudios que avalen los buenos resultados

obtenidos en los preliminares (106).

En el caso de obtener un resultado anormal en la citologia, se procede a una
evaluacién mediante colposcopia, que consiste en el examen del cuello uterino,
de la vulva, vagina y region perianal, para establecer el grado de la lesion (bajo
o alto), la extension, descartar la presencia de carcinoma invasor y toma de
biopsia si fuera necesario (107). Esta prueba ha mostrado tener una
sensibilidad que puede variar entre 11 y 90% y una especificidad entre 14 y
97%.

La estadificacion del cancer se determina en el momento del diagnéstico,

mediante el sistema de clasificacion de la FIGO (Federacion Internacional de
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Ginecologia y Obstetricia). Se tiene en cuenta la evaluacion clinica, los
hallazgos en el examen fisico, los estudios radiologicos y procedimientos tipo
biopsias, los estudios de endoscopia, y el tamafio del tumor o su extension
hacia la pelvis. Todos estos hallazgos influyen tanto en el tratamiento a seguir,

como también, determinan el prondstico de cada mujer (85).

B. Tratamiento

Se han desarrollado guias y algoritmos para el manejo de las mujeres con

lesiones histopatoldgicas de mayor o menor grado.

Teniendo en cuenta que la mayoria de las lesiones de bajo grado revierten
espontaneamente, en estos casos, el tratamiento recomendado es la

observacion y el seguimiento de las pacientes.
Toda lesion de alto grado diagnosticada por biopsia debe ser tratada.

La tasa de curacién del CC invasor esta estrechamente relacionada con el
estadio de la enfermedad en el momento en que se realiza el diagndstico y con
la disponibilidad de tratamiento.

La eleccion del tratamiento mas adecuado se realiza basandose en la edad de
la mujer, el deseo de preservar la fertilidad que se tenga, la estadificacion de la
FIGO y el compromiso local o sistémico (30, 86, 108). EI CC casi siempre es
mortal si no se trata (108). La neoplasia intraepitelial cervicouterina (NIC) es
una lesion premaligna que puede existir en cualquiera de los tres estadios
siguientes: NIC1, NIC2 o NIC3. Si no son ftratadas, la NIC2 o la NIC3
(conjuntamente denominadas NIC2+) pueden progresar hacia CC.

Existen dos tipos de tratamiento: los destructivos, que producen una
destruccion fisica de la lesion (criocoagulacién, termocoagulacion,
electrocoagulacion y vaporizacion con laser de CO2) y los escisionales

(conizacién e histerectomia).

En principio las técnicas escisionales son de eleccion en el caso de lesién de

alto grado (escision electro quirdrgica con asa: LEEP). Debido a que el tamafo
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de la lesién se relaciona con la persistencia de la misma; en los casos en los
que este afectado mas de dos cuadrantes del exocérvix se debe de recurrir a la

conizacion como tratamiento de eleccion.

En lugar del método de cribado y diagndstico con la secuencia estandar de
citologia, colposcopia, biopsia y confirmacién histolégica de NIC, un método
alternativo consiste en un enfoque de “cribado y tratamiento” en el que la
decision de tratar se basa en una prueba de cribado y el tratamiento se inicia
con prontitud o, idealmente, inmediatamente después de la prueba de cribado
positiva (107).

3.7. Medidas para el control del cancer de cérvix.

Teniendo presente que tan soélo un 5 a 10% de las mujeres con infeccion por
VPH, desarrollan una lesion escamosa intraepitelial de alto grado (HSIL), y que
la progresion a CC tarda hasta 20 afios, se establece que la mayor parte de los
casos pueden prevenirse mediante la deteccion oportuna y el tratamiento

anticipado de las lesiones precancerosas.

Por lo anterior, la tasa de curacion estd estrechamente relacionada con el
momento en que se realiza el diagndstico, el estadio de la enfermedad vy la
disponibilidad del tratamiento. Con el propdsito de disminuir el impacto que ha
generado el CC a nivel mundial, se han desarrollado estrategias encaminadas
a la prevencion, control y reduccion de la morbimortalidad de ésta neoplasia
(107, 108).

Un programa de prevencion y control del CC comprende un conjunto
organizado de actividades encaminadas a prevenir y reducir la morbilidad y la
mortalidad. Forma parte de las acciones prioritarias indicadas en el Plan de
Accion Mundial para la prevencion y el control de las NCD 2013-2020 (25%
reduccion relativa del 25% de la mortalidad prematura debido a enfermedades
cardiovasculares, cancer, diabetes y enfermedades respiratorias cronicas). Un

programa integral abarca tres componentes interdependientes que son la
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prevencion primaria (vacunacion), la secundaria (cribado) y la terciaria (109)

(Figura 15).
g
é Infeccion por VPH
-8
=
=
JH: Lesiones Cancer _— S —
B precancerosas
9 afios 15 afios 30 aios 45 afios 60 afios

PREVENCION PRIMARIA
Ninfas de 9 a 13 afos de edad
Vacunacion contra el VPH
Nifias y nifios, segin corresponda
— Informacidn sanitaria y advertencias

acerca del consumo de tabaco™
—Ed ion sobre la i

adaptada a la edad y la cultura
— Promocidn y suministro de

condones a los sexualmente activos
— Circuncision masculina

PREVENCION SECUNDARIA
Mujeres mayores de 30 ahos
Tamizaje y tratamiento segun
sea necesario
— “Tamizaje y tratamiento” con
tecnologias de bajo costo, por
jemplo, VA& ida de cri i
— Determinacidn de la presencia
de tipos de VPH de alto riesgo
(es decir, los tipes 16y 18,y
también los tipos 31, 33, 45 y 58)

PREVENCION TERCIARIA
Todas las mujeres segun
sea necesario

Tratamiento del cancer invasor
a cualquier edad

— Cirugia ablativa

— Radioterapia

— Quimioterapia

— Cuidados paliativos

~ El consumo de tabaco es ofro factor

Figura 15: Vison general de las intervenciones para prevenir la infeccion VPH y
el CC.

Fuente: WHO.Comprehensive cervical cancer control. A guide to essential practice. 2014.
(109).

A. Prevencion primaria

En la actualidad existen tres vacunas autorizadas frente al VPH. La vacuna
bivalente VPH Cervarix® proporciona proteccion frente a los genotipos 16, 18;
la vacuna tetravalente VPH Gardasil® proporciona proteccion frente a VPH 16,
18, 6, 11 (genotipos 6 y 11 de bajo riesgo oncogénico relacionados con la
aparicion del 90% de las verrugas vulvares) (110) junto con 16 y 18; y la
9® que
proporciona proteccion frente a VPH 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58 (111).
Esta nueva vacuna amplia la proteccion frente a 5 tipos oncogénicos mas (VPH

recientemente aprobada vacuna nonavalente VPH Gardasil

31, 33, 45, 52, 58), ademas de los 4 tipos originales incluidos en Gardasil®. De
este modo, la vacuna nonavalente VPH se estima que tiene el potencial de

prevenir cerca del 90 % de los canceres de cuello cérvix, vulva, vagina y ano, y
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el 80 % de las lesiones precancerosas (58). La evidencia cientifica sobre el
perfil de seguridad (112) inmunogenicidad (113, 114) y eficacia (115-118) de

estas vacunas esta bien establecida (Tabla 3).

Son vacunas compuestas principalmente por particulas similares al virus (VLP),
se autoensamblan a partir de copias de L1 (la proteina estructural principal del
virus), dando lugar a una estructura similar a la capside viral, que es capaz de
inducir la produccién de anticuerpos protectores frente al virus auténtico. Las
VLP son particulas no infecciosas y no oncogénicas, puesto que carecen de
ADN viral. Las 3 vacunas difieren en algunos aspectos, como la valencia, la

dosis, los adyuvantes y el sistema de produccion (Tabla 4).

Aunque las especificaciones de las vacunas son de una pauta de tres dosis, en
Octubre de 2014 la OMS recomendo para las beneficiarias de la vacuna (nifias
menores de 15 afios) una pauta de dos dosis, ya que existian evidencias
cientificas de que esta pauta no era inferior en cuanto a proteccién e
inmunogenicidad (119, 120). La Asociacion Espafola de Pediatria en su
calendario de vacunaciones mas reciente recomienda la vacunacion
sistematica de todas las mujeres preadolescentes o adolescentes entre 9 y 14

afnos, independientemente de su actividad sexual con dos dosis.

Estudios recientes sugieren que las diferencias bioldgicas y funcionales entre
las llamadas variantes virales, pueden tener impacto en la etiologia del cancer,
asi como la distribucion geografica y el potencial oncogénico de estas pueden
proporcionar datos que ayudaran a un disefio mas eficiente de vacunas y

protocolos de vacunacion (121).
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B. Prevencion secundaria. Cribado

Aunque la implementacion de los programas de vacunacion frente al VPH se
esté llevando a cabo, el cribado rutinario mediante el examen ginecoldgico del
cuello de utero sigue siendo necesario, ya que ninguna de las vacunas es
efectiva 100% y no proporcionan proteccion frente a todos los tipos de VPH o

frente a infecciones ya existentes.

Como se ha expuesto anteriormente, la citologia, prueba utilizada
tradicionalmente en el cribado, ha sido muy eficaz en estos afios reduciendo
notablemente la incidencia de CC y la mortalidad hasta un 50%. El cribado por
citologia ha sido especialmente exitoso en paises donde existen recursos

adecuados.

Por recomendacion de la OMS, los programas de cribado deben comenzar en
mujeres de 30 afios de edad en adelante e incluir mujeres mas jovenes

unicamente después de que el grupo de mayor riesgo esté cubierto (107).

La edad 6ptima para el cribado es entre los 35 y los 45 afios. En mujeres entre
25 y 49 anos de edad, el test se podria realizar cada tres afos y en mujeres
mayores de 50 afos, un intervalo de cinco afios resulta adecuado. En

pacientes inmunocomprometidas se realizara con mas frecuencia.

El cribado finalizara en mujeres mayores de 65 afos de edad cuando

constatemos tres citologias 6 2 cotest/VPH previos negativos (107, 123).

La Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia en su Documento de
Consenso de 2014, la prueba inicial que se debe utilizar para el cribado
poblacional de CC debe ser la prueba de deteccion del VPH. Lo mas
remarcable de este Documento de Consenso es que no se debe comenzar el
cribado antes de los 25 afios, que entre los 25 y 30 afios se recomienda la
citologia como prueba inicial por la elevada prevalencia de infeccion por el VPH
en esta edad, y que a partir de los 30 afios, como se ha comentado
previamente, la prueba de deteccion del VPH es la opcidn preferente porque es

la que aporta mayores beneficios (106) (Tabla 5).
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Actualmente en Espafia no existe una politica comun de cribado del cancer de
cérvix sino que existen estrategias de Salud Publica diferentes en cada una de
las 17 Comunidades Auténomas. Mayoritariamente los programas de cribado
de CC son oportunistas, con coberturas no 6ptimas y con déficits en la equidad
y en la eficiencia. Se estima que mas del 60% de las neoplasias de cérvix

diagnosticadas recaen en mujeres sin cribado previo o con cribado inadecuado.

El cribado oportunista no posee estructura propia; utiliza la consulta del
personal sanitario para la captacion de las pacientes que se podrian beneficiar

del mismo.

Establecer una politica de cribado poblacional para el CC, tanto en Espafia
como en el resto de paises europeos, deberia ser una prioridad tal como se
expone en las “European Guidelines for Quality Assurance in Cervical Cancer
Screening” (124).

Tabla 5: Recomendaciones de las sociedades cientificas

Recomendacion
Poblacién Recomendacion SEGO 2014
American Cancer Society 2012

<21 afios No cribado No cribado (<25 afios)
_ Citologia cada 3 afios (25-30
21-29 arios Citologia cada 3 afios .
afnos)

*VPH cada 5 afios
*Cotest cada 5 afios
30-65 arios _ ; B Cotest cada 5 arios
Citologia cada 3 afios _ _
Citologia cada 3 afios

>65 afos Finalizar el cribado** Finalizar el cribado

*De eleccién

**Si tres citologias previas negativas 6 2 cotest/VPH previos negativos

SEGO: Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia

Adaptado: Fuente: Torné-Bladé, A., Guia de cribado del cancer de cuello de Utero en Espania,
2014. Prog Obstrect Ginecol, 2014. 57: p. 1-53 (106).
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3.8. Antecedentes metodolégicos en la determinacion de la carga viral y

subtipos/variantes virales del VPH.

La determinacion de la carga viral se convirtio en un desafio metodoldgico ya
que se ha sugerido que el alto numero de copias se correlaciona con un mayor
riesgo de desarrollo de lesiones cervicales asociadas al VPH. La cuantificacion
del ADN del VPH en la muestra biologica se puede lograr mediante métodos
basados en PCR (PCR siglas en inglés de: Polymerase chain reaction) o
mediante el ensayo de HC2 (captura e hibridacién) de una manera
semicuantitativa (96, 125-129) . Las estimaciones del nimero de copias virales
dependen directamente del niumero total de células y, en ultima instancia, de la
cantidad de ADN viral. Por lo tanto, el ajuste para la carga celular es un
requisito absoluto que frecuentemente no se cumple, como es el caso de HC2

y algunos protocolos basados en PCR.

Actualmente, no hay consenso sobre el mejor método para cuantificar el VPH
en muestras bioldgicas. Uno de los ensayos mas precisos y controlados
disponibles es la PCR en tiempo real que muestra valores de sensibilidad y
especificidad muy buenos (130); pero como cualquier metodologia basada en
PCR, esta sujeta a variaciones de acuerdo con las secuencias de cebador, el
ADN diana, el método de deteccion, etc. Ademas, requiere equipo y reactivos
costosos. Sin embargo, su uso en estudios epidemioldgicos parece estar
justificado por la informacion proporcionada. Junto con los estudios realizados
con PCR en tiempo real, estos estudios proporcionan una indicacién de que
altas cargas virales, al menos para el VPH 16, pueden proporcionar un
mecanismo para distinguir entre las infecciones clinicamente relevantes vy

aquellas que es poco probable que progresen.

La verdadera relevancia clinica de la medicién de la carga viral puede estar
dificultada por errores en la toma de muestras cervicales. Incluso con la
normalizacion con un control celular (6, 12, 26), el tamafio de la lesion y la
proporcion de células infectadas seran factores extremadamente dificiles de

controlar.
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Recientemente, se desarrollaron protocolos de PCR basados en un ensayo de
5'-exonucleasa y deteccion en tiempo real de la acumulacién de fluorescencia.
La liberacion de fluorescencia en cada ciclo de amplificacion es directamente
proporcional a la cantidad de amplicon generado y, por lo tanto, se considera
que es un método preciso para estimar la carga viral. Ademas, el ensayo esta

disefiado para mantener la contaminacion a un minimo (131, 132).

El sistema de PCR cuantitativo de Tagman ha sido reportado para evaluar la
carga viral de VPH, mientras que controla la variacion en el contenido celular

de la muestra por cuantificacion del gen nuclear para la beta-actina (133).

Los desarrollos recientes explotan un formato multiplex, incluyendo mas de un
tipo de VPH, asi como la orientacién de un gen celular, que controla la cantidad
de ADN de entrada (134). Recientemente, se ha sugerido una variaciéon de la
PCR en tiempo real que utiliza amplicones autoprovocantes conocidos como
Escorpiones para la deteccion, tipificacion y cuantificacion de mas de 40 tipos
diferentes de VPH en muestras clinicas (135). Aunque prometedor, la
aplicacion clinica de los métodos basados en tiempo real todavia esta por

demostrar.

Con respecto a la determinacion de los subtipos virales de papilomavirus, se
sabe que los VPH mutan muy lentamente debido a que son virus de ADN de
doble cadena que utilizan la excelente capacidad de correccion de la
polimerasa de ADN de su huésped. Sin embargo, los polimorfismos de
nucledtidos pueden ocurrir a través de una mutacién aleatoria y pueden
establecerse en una poblacion. Esta deriva genética se ha observado entre las

variantes de VPH 16 , lo que sugiere su coevolucion con la humanidad (136).

El genoma de VPH 16 de referencia se secuencié por primera vez en 1985 por
Seedorf et al.y fue revisado por Myers et al.en 1995. Desde entonces se han
encontrado muchas variantes naturales. El primer estudio mundial de las
variantes de VPH 16 se realiz6 tras amplificacion y secuenciacion del gen LCR
en 1993 por Ho et al, quienes informaron que las variantes de LCR de VPH 16

se segregan robustamente en un arbol filogenético con cinco linajes
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principales: Eurépeo (EUR), Asiatico (As), Asiatico-americano (AA) y dos
linajes Africanos (Af1 y Af2).

Los subtipos de VPH se han identificado comparando las secuencias de los
genes E6 y L1 y de la region de control largo (LCR) (22, 56, 57, 137) con
secuencias consenso descritas (53). En la mayoria de los articulos descritos se
recurre a la amplificacion de la secuencia de interés ya sea PCR convencional
o nested PCR (22) seguida de secuenciacion para la determinacion de la
variante viral. Se han reportado estudios en los que se ha realizado la
hibridacion con sondas linaje especificas frente a las regiones L1, E6 (54). En
el caso de VPH 16, el gen EG se utiliza con frecuencia porque en un fragmento
corto y continuo de su secuencia contiene suficiente informacién para identificar

todos los subtipos y variantes que se han descrito hasta el momento.

Con este trabajo se pretende determinar la carga viral del VPH 16 (identificado
como el genotipo mas prevalente tanto en cancer cervical como en mujeres sin
anormalidades citoldgicas) mediante una técnica cuantitativa como lo es la
PCR en tiempo real (normalizando la técnica con la deteccién en paralelo de un
gen presente en todas las células; en este caso la albumina, para dar los
resultados normalizados en funcion de la cantidad de células epiteliales de la
muestra), y la variante viral mediante una PCR anidada seguida de
secuenciacion, teniendo como base una poblacion de mujeres heterogénea
como la que se encuentra en nuestro pais, con la finalidad de comparar la
carga y la variante viral de este genotipo del VPH de alto riesgo, estableciendo

asi su asociacion.
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4. HIPOTESIS

El genotipo 16, es el genotipo de alto riesgo mas prevalente en mujeres
infectadas por VPH en nuestro ambito de estudio y el mas asociado al riesgo

de lesion intraepitelial de alto grado o carcinoma.

Restringiendo a las pacientes infectadas por el genotipo 16, determinadas
caracteristicas moleculares como la carga viral del genotipo 16 o la variante
viral del VPH 16 detectada, pueden ser predictores independientes importantes

de un mayor riesgo de lesion intraepitelial de alto grado o carcinoma.
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5. OBJETIVOS

5.1.

5.2.

Objetivo principales

Identificar la asociacion entre la carga viral del Virus del Papiloma
Humano (VPH) de alto riesgo (AR) 16 y la frecuencia de lesiones

histopatologicas en nuestra cohorte de pacientes.

Identificar la asociacién entre las variantes virales del VPH 16 y la

frecuencia de lesiones histopatoldgicas en nuestra cohorte de pacientes.
Objetivos secundarios.

Describir las caracteristicas sociodemograficas de las mujeres

participantes en el estudio.

Identificar los factores de riesgo presentes en dos grupos de mujeres
(con y sin lesiones cervicales) y determinar si existen diferencias entre

éstos.

Determinar las prevalencias tipo-especificas de la infeccion cervical por
VPH y ver su asociacion con las lesiones histopatolégicas que presentan

nuestras pacientes.

Determinar la prevalencia de genotipos virales de AR en funcién de la
proteccion de la vacuna tetravalente y nonavalente y su asociacion e

impacto en el riesgo de lesiones de alto grado.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Diseino del estudio

Estudio transversal. El disefio del estudio se realizé siguiendo las directrices de
la Declaracion de Helsinki para la investigacion biomédica y fue aprobado por
el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital General Universitario de
Elche.

6.2. Consentimiento informado

El Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital General Universitario de
Elche autoriza, una vez valorado el proyecto, considerar que se puede
“dispensar” de solicitar un consentimiento informado (Cl) por darse
determinadas condiciones, que vienen especificadas en la Ley (art 58.2). Se ha
trabajado con excedente de muestras bioldgicas ya existentes en los archivos
del Servicio de Microbiologia, en las que no consta un Cl para investigacion y

se han anonimizado los datos de las pacientes para su analisis.

6.3. Poblacién estudio

Mujeres que acudieron al Servicio de Ginecologia del Hospital General
Universitario de Elche para estudio en los examenes de salud ginecoldgicos
periodicos. Se incluyeron de forma consecutiva todas las mujeres durante el
periodo de estudio: 4 de enero de 2010 al 30 de diciembre de 2011. A estas
pacientes se les realizé un cribado oportunista de cancer cervical consistente
en toma de muestra de cepillado endocervical para deteccion de VPH y de
frotis cervico-vaginal para estudio de lesion citoldgica (cotest). Se recogieron un

total de 1363 muestras.
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La poblacion final la compusieron todas las muestras con hallazgo de infeccion
cervical por algun genotipo de VPH de entre todos los exdmenes de salud
ginecolégicos periddicos (n=1363) durante el periodo de estudio. Durante el
periodo de estudio se selecciond unicamente una muestra por paciente, que se
correspondié con la muestra positiva para VPH que tuvo la primera fecha de
entrada en el estudio. Se incluyeron asi pues de forma consecutiva todas las

mujeres (n=595) en base a los siguientes criterios de inclusion y exclusion.
1. CRITERIOS DE INCLUSION:

— Mujeres positivas para infeccion cervical por VPH, identificadas
previamente mediante genotipado del VPH LINEAR ARRAY (Roche).

— Mujeres con informacién relacionada con datos sociodemograficos,

factores de riesgo y tipificacion de VPH completa.
— Mujeres con resultado de citologia verificable.

— Mujeres con muestra inicial suficiente para realizar los estudios
moleculares de caracterizacion viral del genotipo 16 (carga y subtipo

viral).
2. CRITERIOS DE EXCLUSION

- Mujeres negativas para infeccion por VPH, identificadas previamente
mediante genotipado del VPH LINEAR ARRAY (Roche).

En la Figura 16 se presenta un diagrama de flujo de la poblaciéon y muestras a

estudio, en funcién de los objetivos analiticos del estudio.

El total de la poblacion final a estudio fueron 595 mujeres atendidas en el
Servicio de Ginecologia del Hospital General Universitario de Elche. De ellas,
en 180 se determind infeccion Unica o multiple por el genotipo 16 de VPH. En
176 de estas 180 mujeres se pudo profundizar en el estudio de la variante o de

la carga viral de la infeccion por el genotipo 16 de VPH.

De cara a los objetivos analiticos del estudio, en algunas de estas mujeres no
se pudo obtener informacion de la Anatomia Patolégica. Asi pues, en 587 de

68



las 595 mujeres que conforman la poblaciéon a estudio se cuenta con
informacién del genotipado de VPH, y datos de Anatomia Patoldgica; en 175 de
las 180 mujeres con infeccién por el genotipo 16 se cuenta ademas con datos
de Anatomia Patologica; y en 135 y 144 mujeres se cuenta con informacion del
subtipo 16 de VPH y carga viral junto con datos de Anatomia Patoldgica

respectivamente.

Mujeres atendidas en el Servicio
de Ginecologia del HGUE

Periodo de estudio: 2010-2011
(1.363 muestras a estudio)

n= 595 mujeres con resultado
PH+ Con genotipo de

VPH y sin datos de
l—— e

Anatomia Patoldaica
n=g
Con genotipo 16 de VPH
n=180

Con genotipo de
VPH y datos de
Anatomia Patoldgica

n=587

Congenotipo16 de
WPH y sin datos de
Anatomia
Patolbgica

n=5

Con genotipo16 de
VPH y datos de
Anatomia Patolég

n=175

Con estudio variante o carga viral de
genotipo 16 de VPH
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e T
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Figura 16: Diagrama de flujo de la poblaciéon y muestras a estudio, en funcion

de los objetivos analiticos del estudio.
6.4. Lesion histopatolégica

Las células tomadas de la zona de transformacion se fijaron en un portaobjetos
para el estudio citolégico. Se utilizo la técnica de tinciéon de Papanicolaou para
observar la presencia de anormalidades citoldgicas y los resultados se

clasificaron de acuerdo con el sistema Bethesda 2001.

El resultado se clasific6 como: células escamosas o glandulares atipicas de
significado indeterminado (ASCUS/AGC), células escamosas atipicas en las
que no se puede excluir lesién escamosa intraepitelial de alto grado (ASCH),
lesion escamosa intraepitelial de bajo grado (LSIL), lesidn escamosa
intraepitelial de alto grado (HSIL), carcinoma escamoso, adenocarcinoma in

situ o adenocarcinoma.

6.5. Deteccion de lo genotipos virales VPH

El genotipado del virus del papiloma humano se realizd mediante la técnica
Linear Array VPH Genotyping (Roche) que es una prueba cualitativa, que
permite detectar en muestras clinicas los siguientes genotipos VPH: 6, 11, 16,
18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66,
67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 (MM9), 81, 82 (MM4), 83 (MM7), 84 (MM8), I1S39 y
CP6108.

6.5.1. Toma de muestras

Las muestras de exudado cervical se obtuvieron en las diferentes consultas del

S. de Ginecologia siguiendo un procedimiento normalizado.

Se tomo primero la muestra para la citologia vaginal y se recogi¢ la muestra
para el estudio de papilomavirus antes de aplicar acido acético o yodo si se iba
a realizar una colposcopia.

Procedimiento:
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. Retirar el exceso de moco del orificio cervical y el exocérvix circundante

con una torunda de algodén o de Dacron (desechar la torunda).

. Introducir el cepillo cervical 1-1,5 cm dentro del orificio del cérvix hasta

que las cerdas exteriores mas largas toquen el exocérvix.

. Girarlo 3 vueltas completas en sentido contrario a las agujas del reloj.
NO INTRODUCIRLO COMPLETAMENTE DENTRO DEL CANAL
ENDOCERVICAL.

. Retirar el cepillo del canal cervical.

. Introducirlo en el contenedor que contiene el medio de transporte,
presionar con el mismo por las paredes. Retirarlo y cerrar el contenedor
(Figura 17).

. Conservar refrigerado hasta su procesamiento

Figura 17: Presercyt®.Cepillo cervical

6.5.2. Extraccion ADN VPH

El ADN gendmico de muestras cervicales, obtenidas tras cepillado endocervical

y conservadas en el medio liquido PreservCyt® (almacenadas a 4°C) fue

extraido usando el kit TNAI de extraccion (Roche Diagnostics) de acuerdo a las

recomendaciones del fabricante en la plataforma COBAS Amplipred.
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6.5.3. Amplificacion e hibridacién reversa

El proceso de amplificacion se realiz6 usando primers consenso tipo
PGMY09/11, por PCR convencional en la plataforma Termociclador GeneAmp
PCR System 9700. La region amplificada (450 pb de la region L1) se hibridé en
un segundo paso mediante hibridacion reversa tipo dot-blot con varias sondas
especificas de genotipo viral adheridas a un papel de nitrocelulosa (en la
plataforma AutoLIPA Siemens).

En el procedimiento descrito se incluye un control interno de celularidad
mediante la deteccion de (3-globina y un control de amplificacién de un control
positivo de VPH (Figura 18).

VPH: Virus de Papiloma Humano
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Termociclador GeneAmp PCR AutoLIPA Siemens
System 9700
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Figura 18: Soportes y bases metodoldgicas para la amplificacion e hibridacion

del genoma de VPH.
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6.6. Metodologia para determinar la carga viral de las muestras VPH

genotipo 16.

A. Extracciéon ADN viral
A.1. Preparacion de la muestra

Concentrar la muestra tomando 1ml de la misma y centrifugar (a 4°C) a 10.000

rom durante 5 minutos. Repetir este paso dos veces mas.

Lavar con 300 pL de buffer TE (10mM de tris-HCl y 1mM de EDTA, pH 8,0) y
centrifugar durante 5 minutos a 10.000 rpm desechando el sobrenadante.

Resuspender la muestra con 400 L de TE.
A.2. Lisis externa

Anadir 50 pL de proitenasa Ky 25 de SDS (dodecil sulfato de sodio) al 10% e

incubar toda la noche a 56°C.
A.3. Extraccion automatizada

La extraccion final del ADN viral se realizé en la plataforma NucliSENS®
easyMAG® (Biomerieux) con el protocolo genérico de extraccion segun las
instrucciones del fabricante (Figura 19). Partiamos de un volumen inicial de

muestra de 350 yL para obtener un volumen de eluido de 50 pL.
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Extraction Principle

A During incubation of the lysed samples, all the target
nuclecacidis captured by magneticsilica particles.
B. The NudiSENS emsyMAG ragnec deviceattrdts all
the magnetc silic, enabling the system ta purity
the rucldcacids hrough several washing steps.
C. The heating step relesses the nucleicadds from
the slia
D. Atthe final step, the magneticsilica particles are
sepated fromthe eluate by the magnetic device

magnel

A. Incubation B. Washing
(A capture by silica)

-

C. Elution D. Final purfication

Figura 19: EasyMAG (Biomérieux)

A.4. Cuantificacion de la calidad y cantidad deADN extraido

Para medir la concentraccion y pureza del ADN viral extraido se utilizd el

espectofotéometro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific). (Figura 20)

La pureza del ADN extraido esta relacionada con el valor de maxima
absorbancia de los acidos nucleicos detectada a una longitud de onda de 260
nanémetros (nm). La relacion de las absorbancias A260/A280 es muy estable y
permite conocer si el ADN obtenido esta contaminado por la presencia de
compuestos aromaticos ya que éstos absorben a una longitud de onda de 280

nm.

Se consideré que la muestra era valida para su posterior analisis si como
minimo se obtenia una concentracion de 50 ng/ul y un ratio de absorbancia
260/280 superior a 1,8. En las muestras en las que esta relacion no se daba o

la concentracion era baja, se repitio el proceso de extraccion.
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Figura 20: Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific).

B. Cuantificacion de la carga viral por q PCR

B.1. Seleccion de dianas

Para el disefio de cebadores y sondas tagman se utilizaron como dianas el gen
E6 del virus VPH 16 y el gen humano de la albumina (Gen Bank. K02718.1
para E6 VPH 16 y AY728024.1 para la albumina)

Para el disefio de los cebadores y las sondas TagMan empleadas en cada una
de las reacciones, se empled el software Beacon Designer 8.0%° (Premier
Biosoft, http://www.premierbiosoft.com). Se utilizd6 como secuencia diana la
secuencia consenso para cada gen, que fue generada mediante el
alineamiento de los alelos descritos para cada uno de ellos. Las condiciones de

PCR fueron disefiadas para ser idénticas en todos los genes.

Para el disefio de los cebadores y sondas tagman se cumplieron las normas
recomendadas por los creadores del software Beacon Designer 8.0

(http://www.premierbiosoft.com/tech notes/TagMan.html):
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a) Temperatura de alineamiento: La temperatura de alineamiento (Tm) de
los cebadores debe ser de entre 58°C-60°C y ambos cebadores han de
tener la misma. La Tm de la sonda Tagman debe ser 10°C inferior a la

Tm de los cebadores.

b) Longitud de cebadores: La longitud de los cebadores debe ser entre 15y

30 pares de bases (pb).

¢) Contenido en guanina (G) y citosina (C): El contenido ideal de GC debe

oscilar entre 50%-60%.

d) Presencia de nucledtidos G y C en los extremos 3’: El nimero de
nucleétidos G y C en el extremo 3’ de los cebadores no debe ser mayor
de dos. Esto es debido a que de esta forma en estas regiones se genera

inestabilidad evitando asi uniones inespecificas.

e) Longitud del amplicon: La longitud maxima del amplicon no debe

sobrepasar las 400pb, siendo lo ideal entre 50-150pb.

f) Repeticiones: Con el fin de preservar el adecuado porcentaje de GC, no
es recomendable que las sondas tengan repeticiones de nucléotidos G o
C. Ademas, se recomienda una mayor prevalencia de C respecto de G y

omitir en la medida de lo posible el nucleotido G en el extremo 5.
En la Tabla 6 se recogen los cebadores y sondas disefados por el software

Beacon Designer 8.0 para la identificacion de genes diana E6 VPH 16 y gen

de la albumina.
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B.2. Condiciones de trabajo de la PCR en tiempo real

La PCR a tiempo real se optimizé en el equipo de deteccién 7.500 Real-Time
PCR System con la version de software v2.0.6 de la casa comercial Applied
Biosystems. Empleamos el canal de deteccion 1 que es el canal que detecta el
fluoroforo FAM.

Cada reaccion se realizd en un volumen final de 20 pl, que contenia 10 pl de
Universal PCR Master Mix (Tagman), 7,6 ul de agua estéril destilada, 0,6 ul de
cada cebador (12,5 pmol), 0,2 pl de sonda (4 pmol) Tagman y 1ul de ADN

amplificado.

El programa de PCR consistié en tres pasos: 1° de 50°C durante 2 minutos, 2°
de 95°C durante 10 minutos y seguido de 40 ciclos de 95°C durante 15
segundos y 60°C por 1 minuto (Figura 21).

Mumber af Cytles: FU_?
[T Enable AutoDelta
Starting Cycle: I E
950 °C 950 *C
Pl T T 1003 3 005 .
oo 100%,

.. 600°C
50,0"C ci

" nz200
T 100%

Figura 21: Programa de PCR a Tiempo Real empleado
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B.3. Interpretacion de los resultados

Se considerd6 como resultado positivo las muestras que en su curva de
amplificacion su sefal de fluorescencia supere el valor predefinido Threshold
de 0,2 antes del ciclo 40 de PCR. Por el contrario se considerara como
resultado negativo las muestras que en ninguna de las dianas analizadas la
intensidad de fluorescencia de su curva de amplificacion superen el valor
predefinido Threshold de 0,2.

B.4. Recta patréon

Se realizaron dos rectas patron para cada ensayo (para evitar la variabilidad
interensayo) para poder cuantificar las muestras a estudiar y dar los resultados
de carga viral normalizados en funcién del numero de células epiteliales de la

muestra.

La curva estandar para la cuantificacion de VPH 16 se realiz6 usando un
patrén comercial de ADN del papilomavirus genotipo 16 comercializado por
VIRCELL AMPLIRUN® PAPILLOMAVIRUS TYPE 16 DNA CONTROL. El
control se resuspendié en el volumen indicado por la casa comercial para tener
una concentracion de ADN de 50 ng/microlitro que equivalia a 1.000.000 copias

de genoma/microlitro y se realizaron diluciones seriadas del mismo.

La curva estandar para células humanas se hizo a partir de leucocitos extraidos
de sangre periférica usando la solucion de Histopaque (Sigma-Aldrich) y

cuantificando por citometria de flujo en el citometro Cell-Dyn 3600 (Abbott).

Una vez llevado a cabo la amplificacion de los patrones anteriormente
descritos, para realizar las rectas patrén se realizd una regresion lineal con los
datos obtenidos a partir de la amplificacion representando los valores de Ct
(ciclo en el cual la sefial de fluorescencia supera el umbral, descrito
anteriormente) frente al logaritmo de la cantidad de dianas presente en cada
punto de la recta patron. De esta forma se generd una funcion semilogaritmica

que fue la recta patrén o estandar.
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B.5. Validacion de la recta patréon

Para llevar a cabo la validacion analitica de la recta patron es necesaria la
determinacion de los limites de deteccion y eficiencia de reaccion y la linealidad

de la recta.

La sensibilidad de analitica de la técnica viene dada por el ciclo al cual la
fluorescencia emitida se incrementa por encima del ruido de fondo. Coincide
con el limite de deteccion de la técnica que trata de la minima concentracion de
ADN necesaria para que el instrumento proporcione wuna sefal
significativamente diferente de una muestra que no contiene la diana a detectar

considerada blanco. El limite de deteccion fue de 10 copias/pL.

La eficiencia de reaccion es el ratio con el cual los amplicones son generados a
lo largo de la reaccion de amplificacion y que de forma general se expresan
como un valor de porcentaje. Si un amplicén determinado dobla su cantidad en
cada uno de los ciclos, la eficiencia de la PCR es del 100%. Para la calcular la
eficiencia de la reaccion de PCR es necesaria conocer la pendiente de la recta
patron. Una pendiente de -3,32 indica que la reaccion se ha llevado a cabo con
un 100% de eficiencia. Pendiente mas negativas que -3,32 indican que la
reaccion ha ocurrido por debajo del 100% de eficiencia y pendientes mayores
que -3,32 indican problemas en la calidad de las muestras o errores de pipeteo.
El calculo de la eficiencia puede variar de forma significativa si no se sigue el
protocolo de medida de forma rigurosa. Ademas, las medidas para calcular la
pendiente de la recta de calibrado deben por lo menos contener un rango de
entre seis o siete diluciones seriadas. Por ultimo, la eficiencia puede verse
afectada por sustancias que inhiban la reaccion. La féormula empleada para el

calculo de la eficiencia es la siguiente:

Eficiencia (E) = [10 (/pendientel) 1
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Figura 22: Recta patrén VPH 16

Asi para la realizacion de las rectas patrén se utilizaron un rango de hasta 7

diluciones seriadas (3 replicas por dilucién) de estandares de concentracion

conocida de 10 copias/pL a 10.000.000 de copias/uL. Se validaron las rectas

con valores de eficiencia de entre el 90-100% y con valores de correlacion

lineal (R?) mayores a 0,97. La desviacion estandar entre replicas debia ser <

0,38.

Una vez construidas las curvas de calibracién para VPH 16 y el gen control

(albumina), se analiz6 cada muestra para la deteccion y cuantificacion. Una vez

cuantificado el valor de CV se corrigio por el factor de dilucion aplicado para

obtener el valor de carga viral real.
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C. Analisis de las variantes papilomavirus genotipo 16.
La extraccion del ADN viral se describe en el punto A de material y métodos.
C.1. Amplificacion por PCR anidada

Para la clasificacion de las variantes virales del VPH 16 se realizd6 una
amplificacion por nested PCR (PCR anidada) seguida de una secuenciacion
tipo sanger, secuenciando los amplicones forward y reverse y ensamblando las

secuencias obtenidas para formar un fragmento de la region genética EG6.

El disefio de los primers externos e internos se realiz6 con programa PRIMER
BLAST (NCBI). En el disefio de los primers se ajustaron los parametros a un
tamano de pb de entre 21-28, T2 fusion de entre 57-63 ° C (que no debia diferir
en mas de dos grados para los cebadores) y un tamafio de amplicon entre 100
y 1000 pb.

Tabla 7: Cebadores disefiados para la PCR anidada de genes diana E6 VPH
16.

Diana Cebador sentido (5'-3") Cebador antisentido (5'-3')
E6 VPH 16
externo YGTAACCGAAATCGGTTGAAC TACGCACAACCGAAGCGTA
Posicion 32-51 750-768
Tamafio 20 19
E6 VPH 16
interno AACTGCAATGTTTCAGGACCCACA AACTGCAATGTTTCAGGACCCACA
Posicion 97-121 656-683
Tamafio 25 28
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Figura 23: Esquema PCR anidada

En la Tabla 8 se detallan los volumenes de reactivos y concentraciones

necesarias para la realizacion de la PCR anidada y el programa de

amplificacion (40 ciclos) se especifica en la Tabla 9.

First
FPCR

Second
FPCR
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Tabla 9: Programa de amplificacion PCR anidada

VPH 16 externos

VPH 16 internos

94°C 7:00°
94°C 0:30°
54°C 0:30°
72°C 0:40°
72°C 7:00
4°C

94°C
94°C
58°C
72°C
72°C
4°C

7:00°
0:30°
0:30°
0:40°
7:00°

El amplicén obtenido tras la primera amplificacion tiene 737 pb.

Tras la primera amplificacion el amplicon obtenido se filtra a través de
columnas MiniElute TM PCR purification Kit 50 (Quiagen REF 28004) para

evitar la aparicion de amplificaciones

amplificacion. El volumen de elucion de la columna debe ser de 15-20 uL. El

amplicén final obtenido tiene 587 pb, que se visualizara en un gel de agarosa al

2%. (Figura 24)

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 Mpb

M1: amplicon 587 pb. M6: no se consigue amplificacion. M7: muestra banda amplificacion

inespecifica

Figura 24: Gel de agarosa del amplicon final resultado de la PCR anidada
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C.2. Secuenciacion y analisis de resultados

Los amplicones generados en la nested PCR se secuenciaron en Macrogen.
Las secuencias obtenidas se alinearon con la secuencia de referencia
NC 001526.2 (que se corresponde con una secuencia E6 350T sin

mutaciones) con el programa CLC Sequence Viewer 6 (Figura 25, 26 y 27).

En cada una de las secuencias problema se identificaron las posiciones clave
para la clasificacion genética de la variante viral siguiendo los criterios
descritos en la bibliografia (Antonio Huertas-Salgado et al. E6 molecular
variants of human papillomavirus type 16: An updated and unified criterion for
clustering and nomenclature.Virology 410 (2011) 201-215) (53).

MACROYGEN
File: 40475_HPV10INT-R.abl Run Ended: 2013/1/15 13:47:12 Signal G-40704:5714 C:0212 T:7019 A g e Comomic
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Figura 25: Cromatograma obtenido en la secuenciacion de una de las muestras
problema.
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pb: pares de bases Posicion 350T-G (variante Europea)
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Figura 26: Alienacion de las secuencias problema con la secuencia consenso
con el programa CLC Sequence Viewer 6.
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Figura 27: Posiciones clave para identificacion variante Europea E350T vy
Asiatica (As).
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6.7. Fuentes de informacion y técnicas de recoleccion
Base de datos

Se contd con una base de datos excel denominada “Estudio del VPH”, la cual
contiene informacion acerca de las caracteristicas sociodemograficas, factores
de riesgo, hallazgos citolégicos y resultados de deteccion de infeccion por VPH,

de las mujeres que se incluyeron en el estudio.

A las pacientes con infeccion por VPH genotipo 16 se les realizé una encuesta
telefénica con el objeto de obtener informacion sobre el comportamiento
sexual y determinados habitos considerados factores de riesgo en el desarrollo
de lesiones histopatologicas de alto grado por papilomavirus. Dicho
cuestionario fue aplicado por personal de la salud capacitado para tal fin; en
este caso por Facultativos Especialistas del Servicio de Ginecologia del
Hospital General Universitario de Elche. También se obtuvieron datos de

paridad y antecedentes de infeccion por VHS 2 o Chlamydia trachomatis.

6.8. Variables
En el desarrollo del proyecto fueron consideradas las siguientes variables:

Sociodemograficas

» Edad

> Etnia

Factores de riesgo relacionados con el huésped

» Consumo de tabaco: Si o No

» Numero de compafieros sexuales: >4: Si o No
» Edad primera relacion sexual: <16 afos: Si o No
» Numero de Gestaciones: >4: Si o No

» Antecedente de aborto: Si o No
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» Antecedentes de Infecciones de transmision sexual (ITS): VHS 2,

Chlamydia trachomatis: Si o No

Anormalidad cervical

Resultado citologia: Las lesiones se clasificaron en “No lesion de alto grado”
(citologia negativa para lesion intraepitelial, ASCUS/AGC, ASCH o LSIL) versus
“Lesion de alto grado” (HSIL, carcinoma escamoso, adenocarcinoma in situ o

adenocarcinoma)

Virus del Papiloma Humano

» Infeccion por VPH : 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52,
53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 (MM9),
81, 82 (MM4), 83 (MM7), 84 (MM8), IS39 y CP6108: Si o No

» Infeccion multiple (infeccion por dos o mas genotipos de AR o BR): Si o
No

» Coinfeccion (infeccion por dos o0 mas genotipos de AR): Si o No

Se clasificaron los genotipos VPH de acuerdo con la Organizacion Mundial de
la Salud y the World Health Organization International Agency for Research on
Cancer (IARC) Monographs Working Group assessment of the carcinogenicity
of different VPH types (4, 138, 139): 13 de Alto Riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68) y 5 de Probable Alto Riesgo (53, 66, 70, 73 MM9 y
82 MM4)

» Numero de tipos virales: También categorizada en <3 tipos y >3 tipos.
» Carga viral relativa de VPH 16 : Valor

» Variante E350T: Si o No

» Variante E350G: Si o No

» Variante As: Si o No
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» Variante AA: Sio No
> Variante NA: Sio No

»> Variante Af: Si o No

6.9. Calidad del dato. Control de sesgos y errores

La recoleccién de la informacion fue realizada por profesionales pertenecientes
a los diferentes servicios que participaban en el estudio (Microbiologia,
Anatomia Patoldgica, Ginecologia), quienes previamente realizaron una

revision bibliografica extensa para concretar que variables recoger.

Para evitar el sesgo de seleccion en el caso de tener dos muestras de la misma

paciente se seleccionaba la que habia entrado en primer lugar en el estudio.

La muestra utilizada para caracterizar la patologia cervical fue la citologia
convencional exclusivamente, no se tuvieron en cuenta los resultados de las

pacientes de las que solo teniamos estudio histolégico de biopsia cervical.

Las citologias de las pacientes que presentaban genotipo 16 fueron
reevaluadas por dos facultativos de Anatomia Patologica con el objeto de
minimizar la variabilidad interobservador del examen, sobre todo en el caso de
lesiones ASCUS.

Las muestras de epitelio cervical (cepillado endocervical y frotis citologico)
fueron tomadas por personal de la salud con conocimiento y entrenamiento
para tal fin siguiendo metodologias reconocidas y aplicadas. Las muestras de
cepillado endocervical fueron almacenadas a -20°C hasta su procesamiento

para asegurar su conservacion.

Las técnicas de biologia molecular para la extraccion de ADN, carga viral
genotipo 16 y variante viral, fueron realizadas por profesionales de biologia,
bioquimica y/o microbiologia con conocimiento y entrenamiento en éstas
técnicas, siguiendo protocolos previamente disefiados y/o las instrucciones

proporcionadas por las casas comerciales. Los protocolos y condiciones de la
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PCR a tiempo real, PCR anidada disefiados en el laboratorio fueron

estandarizados previa realizacion.

Los procedimientos relacionados con el disefio de cebadores y sondas se
realizaron teniendo en cuenta reportes previos de la literatura, y haciendo uso
de softwares existentes para tal fin. La estandarizacion de los protocolos vy
condiciones de la PCR en tiempo real, para el genotipo 16 y para el gen de la
albumina, fue llevada a cabo posterior a la revision de articulos cientificos y de
revision sobre PCR en tiempo real. Para asegurar una técnica oOptima, se
realizaron multiples ensayos, empleando un rango dinamico de
concentraciones (6 puntos de diluciones seriadas 1:10). Se construyeron
curvas estandar, poniendo por triplicado cada una de las diluciones. Para lo
anterior, se procurd alcanzar valores adecuados de eficiencia (0,90 — 1,10),

correlacion (0,926 — 0,995) y precision.

Para el analisis de la carga viral del genotipo 16 se excluyeron las muestras en

las que el control de celularidad (gen de la albumina) no amplifico.

Para el control de variables de confusiéon, desde el disefio del estudio, se

realizé ajuste por edad y raza.

6.10. Analisis estadistico

Para las variables categéricas y discretas se estimaron proporciones utilizando
la prueba Chi-cuadrado de Pearson para realizar comparaciones, el test exacto
de Fisher cuando fue necesario. Las variables cuantitativas se expresaron en
forma de media y desviacion estandar [DE] usando la t de Student para las
comparaciones, previa comprobacion de la normalidad de las mediante la

prueba de Saphiro-Wilk.

Las lesiones histolégicas se clasificaron en “No lesion de alto grado (citologia
negativa para lesion intraepitelial, ASCUS/AGC, ASCH o LSIL)” versus “lesion
de alto grado” (HSIL, carcinoma escamoso, adenocarcinoma in situ o
adenocarcinoma), siendo tratada como variable dependiente en los modelos de

regresion logistica.
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Como medida de asociacion se estimaron Odds Ratios crudas (ORc) mediante
regresion logistica no condicional, junto con sus Intervalos de Confianza al 95%
(IC95%), asi como Odds Ratios ajustadas (ORa) por edad (variable continua) y

estatus inmigrante.

Como medida de impacto en relacion a las coberturas vacunales de los
genotipos, se calculd la ‘Fraccion Atribuible ajustada en los expuestos (AFe-
ajustada)’ mediante la formula (‘ORa — 1’/ ORa), junto con su 1C95% mediante
la férmula [(‘Limite inferior IC95% de la ORa — 1’/Limite inferior IC95% de la
ORa) a (‘Limite superior 1C95% de la ORa — 1’/ Limite superior 1C95% de la

ORa)] cuando la ORa fue estadisticamente significativa.

De cara al estudio de la infeccion Unica o multiple del genotipo 16, de la
infeccidn por las diferentes variantes virales del genotipo 16 y de la carga viral
de la infeccion, la muestra se restringid las mujeres con infeccion por al menos
el genotipo 16, y tanto la variante como la carga viral se incluyeron como

covariables en los modelos de regresion logistica.

El error alfa se fij6 en 0.05 y todas las p fueron bilaterales. Todos los analisis

estadisticos se hicieron con el paquete SPSS v22.00
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7. RESULTADOS

7.1 Caracterizacion de la infeccion cervical

7.1.1 Riesgo de lesion intraepitelial de alto grado o carcinoma para el
genotipo 16, 18 y resto de genotipos de alto riesgo.

Durante el periodo de estudio, se procesaron para diagnéstico de infeccion
cervical por VPH 1.363 muestras de cepillado endocervical, de las cuales 595

resultaron positivas, lo que se corresponde con un 43% de las mujeres.

De las 595 mujeres que conforman la poblacion a estudio (pacientes con
infeccion cervical por VPH), se cuenta con la informacion de la lesion citolégica

que presentaban 587.

La media de edad de las mujeres de la muestra fue de 34,34 afios [DE 10,70].

El 89,75% eran espafolas.

En el 73% de las mujeres se detecté al menos un genotipo de alto riesgo
oncogeénico (Tabla 10). El genotipo 16 fue el mas frecuente (30,08%). Los

genotipos 16 y/o 18 se detectaron en el 35,46% de las mujeres.

Tras el genotipo 16, los genotipos aislados en mayor proporcién fueron el 52
(14,29%), el 51 (11,6%) y 31(9,41%).
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Tabla 10. Prevalencia global de genotipos de alto riesgo y probable alto riesgo
del VPH en las mujeres que conforman la poblaciéon a estudio (pacientes con

infeccién cervical por VPH).

TOTAL
Genotipos VPH de AR n= 595 % IC 95%
16 180 30,08 26,32 33,85
52 85 14,29 11,39 17,18
51 69 11,6 8,94 14,25
31 56 9,41 6,98 11,84
56 55 9,24 6,83 11,66
39 46 7,73 55 9,96
58 37 6,22 4,19 8,24
18 32 5,38 3,48 7,28
33 27 4,71 2,92 6,49
59 28 4,71 2,92 6,49
45 18 3,03 1,57 4,49
35 17 2,86 1,43 4,28
68 13 2,19 0,93 3,44

Clasificacion de los tipos de VPH de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud.
International Agency for Research on Cancer (IARC) Monografias Grupo de Trabajo de
evaluacién de la carcinogenicidad de los diferentes tipos de VPH (Mufioz N et al., 2003; IARC
Group, 2007; Schiffman M et al., 2009)
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En los diagramas de barras que se muestran a continuacion podemos ver los
genotipos de AR y probable AR mas prevalentes, en global y aislados segun el
grado de lesion histopatologica en nuestra serie de pacientes. (Figuras de la 28
ala 33).

1

16 P ‘ 30%
52 P ‘ 14%

51 P ‘ 12%

31 P ‘ 9%

9%

HPV-type

Figura 28: Porcentaje de genotipos detectados en las mujeres que conforman
la poblacién a estudio (pacientes con infeccién cervical por VPH).
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Figura 29: Porcentaje de genotipos detectados en pacientes con citologia
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Figura 30: Porcentaje de genotipos detectados en pacientes con ASCUS
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LSIL (n=115)
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Figura 31: Porcentaje de genotipos detectados en pacientes con LSIL
HSIL (n=68)
62%
@
o
>
5
&
I
T T T T T T T T 1
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

Figura 32: Porcentaje de genotipos detectados en pacientes con HSIL

101




Carcinoma in situ (n=13)

71%

0% 10% 20% 30% A0% 50% 60% 70% 80%

Figura 33: Porcentaje de genotipos detectados en pacientes con carcinoma in

situ

El porcentaje de mujeres que presentaron al menos una citologia con alteracion
morfolégica  (ASCUS/ASCH, LSIL, HSIL, carcinoma  escamoso,
adenocarcinoma in situ o adenocarcinoma) en el total de la muestra fue del
41,36%. La prevalencia de atipias de ASCUS/ASCH fue del 8,14%; [IC95%
5,85-10,43], LSIL 19,49%; [IC95% 16,21-22,77], HSIL 11,53%; [IC95% 8,86-
14,19] y la prevalencia de lesiones cancerosas 2,20%; [IC95% 0,93-3,47]
(Tabla 11).
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Tabla 11: Caracteristicas de la poblacion estudiada: edad, pais de origen,

distribucién de los genotipos del VPH y clasificacion histoldgica de los frotis

vaginales
Total
n=595 % IC 95%
Edad (afios): Media [DE] 34.34 [10.70] 33.48 35.20
Pais de origen
Espaia 534 89.75 87.23 92.27
Otros 61 10.25 7.73 12.77
Numero de VPH de bajo riesgo*
1 genotipo 200 33.61 29.73 37.49
2 genotipos 63 10.59 8.03 13.15
3 genotipos 15 2.52 1.18 3.87
4 genotipos 6 1.01 0.12 1.90
Numero de VPH de probable alto riesgo*
1 genotipo 154 25.88 22.28 29.49
2 genotipos 12 2.02 0.80 3.23
3 genotipos 1 0.17 0.00 0.93
Numero de VPH de alto riesgo*
1 genotipo 268 45.04 40.96 49.12
2 genotipos 122 20.50 17.18 23.83
3 genotipos 30 5.04 3.20 6.88
4 genotipos 14 2.35 1.05 3.66
5 genotipos 1 0.17 0.00 0.93
Resultados citologia vaginal**
NILM*** 272 46.10 42.00 50.21
Inflamacién 70 11.86 9.17 14.56
condilomas 1 0.17 0.00 0.94
ASCUS/ASCH 48 8.14 5.85 10.43
LSIL 115 19.49 16.21 22.77
HSIL 68 11.53 8.86 14.19
Carcinoma/Adenocarcinoma 13 2.20 0.93 3.47
No valorable 3 0.51 0.1 1.48
Perdidos 5

*Clasificacion de los tipos de VPH de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud.
International Agency for Research on Cancer (IARC) Monografias Grupo de Trabajo de
evaluacién de la carcinogenicidad de los diferentes tipos de VPH (Mufioz N et al., 2003; IARC
Group, 2007; Schiffman M et al., 2009)

** Clasificacion lesion citoldgica Sistema Bethesda 2001

*** Negativos para lesion intraepitelial o malignidad.
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7.1.2. Infeccién multiple

En la Figura 34 se muestran los episodios de infeccion multiple VPH (infeccion
por dos o mas genotipos virales de AR o BR) en funcién del rango de edad de
las pacientes. Del total de las mujeres infectadas, cerca del 55% presentaron

infeccidon por mas de un tipo viral.

Infeccion maltiples
160

M1l m>=1

120

80 -

40 -

[

<25 afios 25-34 afios 35-44 afios 45-54 afios >55 afios

80% -

63%
0% - 56%
53% 51%a9%
44
a0 - 37%
20%
0% | :

<25 aflos 25-34 afios 35-44 afios 45-54 afios =55 afios

59%

Figura 34: Episodios de infeccion multiple VPH en funcion del rango de edad

expresado en numero total y porcentaje.
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Con respecto a los porcentajes de coinfeccion (infeccion por 2 o mas genotipos
de AR) observamos porcentajes mucho menores, cercanos al 28. En la Figura
35 se muestran los episodios de coinfeccion viral en funcién de diferentes
rangos de edad.

Coinfeccion
200

HMNo mSi(>=2)
160

120

80

40

N

<25 afios 25-34 afios 35-44 afios 45-54 afios >55 afios

76%

80% 73%

3%

60%

40%

20%

0%
<25 afios 25-34 afios 35-44 afios 45-54 afios >55 afios

Figura 35: episodios de coinfeccién (infeccion por al menos dos genotipos de
AR) VPH en funcién de los rangos de edad expresados en numero total y
porcentaje
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Aunque no hay asociacion entre los diferentes rangos de edad e infeccién
multiple; si que encontramos una relacion lineal, en la que se observa que la
infeccion multiple va siendo menos prevalente cuanto mayor es la edad de la
paciente (p = 0,019)

El porcentaje de infeccion multiple y coinfeccion se observé con mayor
frecuencia en mujeres menores de 25 afos; en las que se detecta infeccion

multiple en el 63% y coinfeccion en el 37%.

No se encontré asociacion entre infeccion multiple coinfeccién y lesion

histopatoldgica de alto grado.
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6.1.3. Lesion intraepitelial de alto grado y genotipos virales.

En la Tabla 12 se presentan las asociaciones crudas y ajustadas entre el riesgo
de lesion intraepitelial de alto grado o carcinoma y la infeccion por genotipos
del papilomavirus de alto riesgo oncolégico, en las 595 mujeres estudiadas. Se
observa la clara relacion entre la deteccidn de genotipos de AR y la presencia

de lesiones de alto grado.

El genotipo 16 fue el genotipo asociado de forma mas fuerte con el riesgo de
lesion intraepitelial de alto grado o carcinoma: OR ajustada por edad e
inmigracion 12,02; 1C95% (4,92-29,39). La asociacion para este genotipo fue
muy superior a la del genotipo 18: OR ajustada 3,94; IC95% (0,9-17,24) o a la
asociacion del resto de genotipos de alto riesgo en su conjunto: OR ajustada
2,68; 1C95% (1,04-6,93).
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7.2. Caracteristicas de la muestra de mujeres infectadas por el genotipo
16.

7.2.1. Caracterizacion viral e histopatolégica de infeccion por VPH 16

El estudio, tanto de la variante como de la carga viral en el grupo de mujeres
infectadas por el genotipo 16 (176 pacientes) se pudo realizar en 141 y 150

pacientes respectivamente.
La media de edad fue de 34,34 afios [DE 11,35]. El 88,51% eran espafiolas.

Un 47,73% (n=84) presentaron infeccion por mas de un genotipo de alto riesgo
tipo viral Los tipos virales de AR mas frecuentes en infecciones multiples se
muestran en la Tabla 13, siendo la coinfeccion con el genotipo 52 la mas

frecuente.

Tabla 13: Clasificacion de los genotipos de VPH AR oncolégico detectados en

las mujeres infectadas por el genotipo 16.

Genotipo 16
Genotipos de VPH n=176 % IC 95%
Alto riesgo*
16 176 100,00 97,93 100,00
18 6 3.41 0,44 6,37
31 13 7,39 3,24 11,54
33 9 511 1,58 8,65
35 1 0,57 0,01 3,13
39 5 2,84 0,93 6,51
45 7 3,98 0,81 7,15
51 14 7,96 3,67 12,24
52 39 22,16 15,74 28,58
56 16 9,09 4,56 13,62
58 9 511 1,58 8,65
59 4 2,27 0,62 5,72
68 3 1,71 0,35 4,90
Probable Alto riesgo
53 11 6,25 2,39 10,11
66 14 7,96 3,67 12,24
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70 2 1,14 0,14 4,04
73 13 7,39 3,24 11,54
82 2 1,14 0,14 4,04

* Clasificacion de los genotipos de papilomavirus de alto riesgo oncolégico de acuerdo con las
ultimas guias internacionales (Mufioz N et al., 2003; IARC Group, 2007; Schiffman M et al.,
2009)

El porcentaje de mujeres que presentaron al menos una citologia con alteracion
morfolégica (ASCUS/ASCH, LSIL, HSIL, carcinoma) fue del 51,14%. La
prevalencia de atipias de ASCUS/ASCH fue del 7,39%; [IC95% 3,24-11,54],
LSIL 17,61%; [IC95% 11,70-23,53], HSIL 21,59%; [IC95% 15,23-27,95] y la
prevalencia de lesiones cancerosas 4,55%; [IC95% 1,18-7,91]. (Tabla 14)

Tabla 14: Caracteristicas de muestra de mujeres infectadas por el genotipo 16:
edad, pais de origen, distribucién de los genotipos VPH en infeccion multiple y

clasificacion histoldgica de los frotis vaginales.

Genotipo 16
Resultados por mujer n=176 %* IC 95%
Edad: Media [DE] 34,34 [11,35] rango: 17-76 anos
Nacionalidad
Espaia 154 88,51 83,48 93,53
Otros 20 11,49 6,47 16,52
Perdidos 2
N° de genotipos de alto riesgo aislados**
1 solo genotipo (Uinicamente VPH 92 52,27 44 .61 59,94
16
) 2 genotipos 54 30,68 23,58 37,78
3 genotipos 18 10,23 5,47 14,99
4 genotipos 12 6,82 2,81 10,83

N° de genotipos de probable alto riesgo aislados ademas del genotipo 16**

Ningdn genotipo 140 79,55 73,30 85,79
1 genotipo 30 17,05 11,21 22,89
2 genotipos 6 3,41 0,44 6,37
N° de genotipos de bajo riesgo ademas del genotipo
16**
Ningun genotipo 119 67,61 60,42 74,81
1 genotipo 37 21,02 14,72 27,33
2 genotipos 15 8,52 411 12,93
3 genotipos 4 2,27 0,62 5,72
4 genotipos 1 0,57 0,01 3,13
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Resultados AP***

Negativo**** 49 27,84 20,94 34,75
Inflamacion 28 15,91 10,22 21,60
ASCUS 13 7,39 3,24 11,54
LSIL 31 17,61 11,70 23,53
HSIL 38 21,59 15,23 27,95
Carcinoma in situ 8 4,55 1,18 7,91

Muestra no valorable 9 5,11 1,58 8,65

*Porcentaje valido sin valores desconocidos.

** Clasificacion de los genotipos de papilomavirus de alto riesgo oncolégico de acuerdo con las
ultimas guias internacionales (Mufioz N et al., 2003; IARC Group, 2007; Schiffman M et al.,
2009)

***Resultados de clasificacion lesién citolégica segun clasificacion de Bethesda 2001 (86).
****Negativo para lesion intraepitelial o malignidad.

En la Tabla 15 se muestra la distribucion de los diferentes genotipos VPH
aislados en las pacientes con infeccién por VPH 16 en funcién de la lesion que

presentaban nuestras pacientes.
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El 34,7% de las pacientes infectadas por el genotipo 16 presentaron una
infeccidn simple por este genotipo viral.

En cuanto a las variantes virales mas prevalentes, tanto en infeccion Unica
como multiple, fueron la Europea E350G y la Europea E350T, presente en el
42,1% y 33,5% de las pacientes respectivamente.

En cuanto a carga viral la mediana estuvo en 1367,78 copias/célula, con un
rango interquartil (127,41-35645,39). En la Tabla 16 se presentan los datos de
prevalencia de infeccion Unica o multiple, de las variables virales detectadas y

carga viral del genotipo 16.

Tabla 16: Caracteristicas de la muestra de mujeres infectadas por el genotipo

16: infeccion unica o multiple, variante y carga viral VPH 16.

Resultados por mujer

Genotipo 16 n=176 % IC 95%
Infeccién
Solo genotipo 16 61 34,66 27,34 41,97
Genotipo 16 + otros 115 65,34 58,03 72,66
genotipos*
Subtipo genotipo 16 (variante)
Europea E350T 59 33,52 26,26 40,78
Europea E350G 74 42,05 34,47 49,62
Asiatica américana AA 4 2,27 0,62 5,72
Africana Af1 1 0,57 0,01 3,13
Africana Af2 3 1,71 0,35 4,9
Missing 35 19,89 13,71 26,07
Carga viral genotipo 16
Primer cuartil 127,41
Segundo cuartil (Mediana) 1367,78
Tercer cuartil 35645,39

*Infeccién de genotipo 16 con otro genotipo de alto riesgo, probable alto riesgo o bajo riesgo
oncoldgico. Clasificacion de los genotipos de papilomavirus de alto riesgo oncolégico de
acuerdo con las ultimas guias internacionales (Mufioz N et al., 2003; IARC Group, 2007;
Schiffman M et al., 2009).
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7.2.2. Asociaciones crudas y ajustadas para el riesgo de lesidn
intraepitelial de alto grado o carcinoma, en la muestra de mujeres
infectadas por el genotipo 16.

En la Tabla 17 se presentan las asociaciones crudas y ajustadas por edad,

estatus inmigrante y riesgo de lesién intraepitelial de alto grado o carcinoma.

Tanto la edad como el estatus inmigrante se asociaron de forma independiente

a un mayor riesgo de lesion intraepitelial de alto grado o carcinoma.

Por cada aumento de 10 afos, el riesgo de lesion fue 2,35 veces mayor, con

independencia de la carga viral o variante viral detectada, IC95% (1,40-3,94).

Asimismo el estatus inmigrante se asocio de forma independiente con un

aumento de 4,31 veces del riesgo de lesion de alto grado, 1C95% (1,06-17,51).

Tabla 17: Asociaciones crudas y ajustadas entre la edad, el estatus inmigrante

y el riesgo de lesion intraepitelial de alto grado o carcinoma.

No lesién de HSIL

alto grado o carcinoma*

ORc IC 95% ORa IC 95%
Edad (x cada 10 afios) 1,84 1,34 2,52 2,35 1,40 3,94
Inmigracioén 2,70 1,02 7,15 4,31 1,06 17,51

*Resultados de clasificacion histologica segun clasificacion de Bethesda 2001 (86).
ORc: Odds Ratio cruda.
ORa: variables incluidas en el modelo edad, inmigracion, subtipo y carga viral.

La infeccion multiple, se asocid a un aumento ligero del riesgo de lesion
intraepitelial de alto grado o carcinoma tras ajustar por edad y estatus
inmigrante, pero la asociacion no llegd a alcanzar significacion estadistica: OR
ajustada 1,42; 1C95% (0,64-3,13), p = 0,384. (Tabla 18).

114



STT

‘ugioelBiwul 8 (Enunuod) pepa epejsnfe oiley sppO YO
"BpnJo oliey sppO 04O
'(98) 100z epsayleg ap ugioedyiseld unbes eolfojoisiy UOIOBDYISE|O OP SOPEHNSSY,

¥8€°0 €220 uoroeayubis ap d

€L'e v9'0 2Z¥'L ve'c S50 Ll 1€ 8/ 9ldinw uorddd4ul ud 9} odousn
3 3 Gl (44 eo1un ugIdddjUl 9| odyousn

%SG6 Jl BYO %S6 o] | J¥O0 9p=u LZi=u HdA @p sodijouan

Lewouraies o obsall ojje ap
T1ISH uoiss| oN

"ewouloJed o opelb oye

ap |eldudaeljul ugiss| ap obsau |8 A ‘gidiyinw o 9| odiouab |8 Jod eolun ugIoBlUI BJjUd sepejsnle A sepnid SBUOIOBIO0SY 8| e|gel



En el estudio entre la infeccion por las distintas variantes del genotipo 16, y el
riesgo de lesion intraepitelial de alto grado o carcinoma, tras tratar cada
variante viral como una variable independiente, se observo de forma cruda, que
la infeccion por la variante Asiatica americana se asocié a un aumento de 2,64
veces el riesgo de lesion intraepitelial de alto grado o carcinoma, en
comparacion con la infeccion por el resto de subtipos (tratados como categoria
de referencia). Al ajustar por edad y estatus inmigrante esta asociacion no se
daba (OR ajustada = 0,99). (Tabla 19)
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Tratando la variante Europea E350T como categoria de referencia, la infeccion
por la variante Asiatica americana se asocié a un aumento de 2,93 veces el
riesgo de lesion intraepitelial de alto grado o carcinoma. Al ajustar por edad y
estatus inmigrantes esta asociacion no se encontr6 (OR ajustada = 0,99).
(Tabla 20)
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En la Figura 36 se presenta un diagrama de cajas de la carga viral del genotipo
16, en funcion de la existencia o no, de lesion intraepitelial de alto grado o
carcinoma, en el que la carga viral se presenta en escala logaritmica. Tanto la
mediana como el primer y ultimo tertil fueron superiores en las pacientes con

lesion intraepitelial de alto grado o carcinoma.

Las asociaciones crudas y ajustadas entre la carga viral de la infeccion por el
genotipo 16 y el riesgo de lesion intraepitelial de alto grado o carcinoma se

muestran en la Tabla 21.

Se observo que el hecho de tener una carga viral por encima de la mediana
(>1367,79 copias/célula), se asocio de forma cruda con un aumento del riesgo
de lesion intraepitelial de alto grado o carcinoma de forma significativa OR
cruda 8,17; 1C95% (3,13-21,31).

La carga viral ademas mostré un patron dosis respuesta estadisticamente
significativo al categorizar la carga viral ordinalmente en base a tertiles, p de
tendencia lineal <0,001, OR cruda ultimo tertil 16,67; IC95% (4,55-61,03). Estas
asociaciones se mantuvieron tras ajustar por edad y estatus inmigrante: OR

ajustadas=7,35y 16,34 respectivamente.

La asociacion entre la carga viral y el riesgo de lesion intraepitelial, fue
asimismo independiente de la variante viral del genotipo 16. ORs ajustadas por

subtipo = 8,43 y 17,25 respectivamente.

Por ultimo, para la carga viral se mantuvieron las asociaciones, al incluir todas
las covariables en los modelos de regresion multivariante con una OR ajustada
(por edad, estatus inmigrante y variable viral del genotipo 16) para una carga
superior a la mediana ORa=7,60; 1C95% (2,70-21,36), y una OR ajustada para
una carga superior al tercer tertil de 16,57; IC95% (4,09-67,06), p de tendencia

lineal ajustada <0,001.
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Figura 36: Diagrama de cajas de la carga viral del genotipo 16, en funcién de la
existencia o no, de lesion intraepitelial de alto grado o carcinoma.
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7.2.3 Factores de riesgo

Dentro de la poblacion de mujeres con infeccion por VPH 16, se dispuso
informacién relativa al comportamiento sexual y otros cofactores de riesgo
asociados a CC en 92 de ellas observandose que las mujeres con lesiones de
alto grado habian tenido un mayor niumero de parejas sexuales y sufrido mas
abortos; resultados estadisticamente significativos (p= 0,006 y p=0,026

respectivamente). (Tabla 22 y Figuras 37 y 38)
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Figura 37: Relaciéon entre las lesiones de alto grado y numero de parejas
sexuales en las mujeres con VPH 16
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Figura 38: Relacion entre las lesiones de alto grado y antecedentes de aborto

en las mujeres con VPH 16

En la poblacién inmigrante se observé un porcentaje de exposicion a factores
de riesgo mayor al de la poblacion autéctona. Estas diferencias fueron
significativas para nimero de gestaciones mayor a 4 (p<0,001) (Tabla 23 vy
Figura 39) y edad de inicio de las relaciones sexuales menor a 16 afos (p=
0,02). (Tabla 24 y Figura 40)
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Tabla 23: Relacion entre origen de la poblacién y numero de gestaciones

Inmigrante Total
No Si
Gestaciones >4  No 86 (90,5%) 9 (9,5%) 95
Si 1 (20%) 4 (80%) 5
Total 87 13 100
100.0% Extranjero
[ [
Bsi
80,0%
g 60,0%
3
3
o
40,0%
20,0%

No Si

Embarazos_agrup_mayor4

Figura 39: Relacion entre origen de la poblacion y numero de gestaciones
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Tabla 24: Relacién entre origen de la poblacion y edad de comienzo de las

relaciones sexuales

Inmigrante Total
No Si
Primera relacién <16 No 48 (94,1%) 3 (5,9%) 51
anos Si 35(77.8%) 10 (22.2%) 45
Total 83 13 96
Extranjero
100,0%-1
Eno
Msi
80,0%
S 600%
[ =
3
o
o
40,0%"
20,0%

No Si
Primera_relacion_antes_16

Figura 40: Relacion entre origen de la poblacion y edad de comienzo de las

relaciones sexuales
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7.3. Prevalencia de genotipos aislados en funcion de los genotipos
incluidos en la vacuna y potencial proteccion frente al desarrollo de

lesiones de alto grado.

La distribucion tipo-especifica de nuestra cohorte de pacientes mostré que VPH
16 fue el genotipo viral mas frecuentemente detectado (30,08%). Los
genotipos 16 y/o 18 se detectaron en el 35,46% de las mujeres. El 37,66% de
las mujeres fueron positivas para al menos uno de los 5 genotipos de alto
riesgo adicionales presentes en la vacuna nonavalente; VPH 31 se detectd en
el 9,41%, VPH 33 en el 4,71%, VPH 45 en el 3,03%, VPH 52 en el 14,29% y
VPH 58 en el 6,22% (Tabla 25). El porcentaje de mujeres en las que se
encontraron genotipos de alto riesgo no incluidos en la vacuna tetravalente-
nonavalente fue del 17,98%; 1C95% (14,81-21,15%). (Tabla 26).

En la Tabla 27 se presentan las medidas de asociacién (OR) e impacto (AFe)
crudas y ajustadas del riesgo de ‘lesiones de alto grado', en relacion al
genotipo de VPH y su proteccion por la vacuna tetravalente y nonavalente
VPH.

Tras ajustar por edad y estatus inmigrante, la presencia del genotipo 16 o 18 de
forma individual, aumentd 10,40 veces la posibilidad de tener una lesién de alto
grado. La presencia concomitante de los dos genotipos aumenté el riesgo de
lesion: OR ajustada 63,58, p tendencia lineal <0,001. AFe 0,98; IC95% (0,88-
1,00).

La presencia de genotipos de alto riesgo no cubiertos por la vacuna
tetravalente VPH, aumentd el riesgo de lesion de alto grado de forma
significativa aunque en menor medida: OR ajustada 2,71; 1C95% (1,05-7,01).

Al subdividir estos genotipos en funcién de la proteccion por la nueva vacuna
nonavalente VPH: mientras que la presencia de genotipos de alto riesgo no
cubiertos por la nueva vacuna nonavalente VPH, se asocié a un aumenté no
significativo del riesgo de lesién: OR ajustada 1,76; 1C95% (0,54-1,70); los
genotipos de alto riesgo no cubiertos por la vacuna tetravalente VPH pero si
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por la nueva vacuna nonavalente VPH, mostraron un aumento significativo del
riesgo: OR ajustada 3,51; 1C95% (1,29-9,56). AFe ajustada 0,72; (IC95% 0,22-
0,90).
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8. DISCUSION

8.1. Caracterizacion de la infeccion cervical

Actualmente, las dos metodologias mas utilizadas para la deteccion de VPH en
estudios epidemiologicos son la PCR (usando cebadores consenso) y la

técnica de captura de hibridos.

En nuestro estudio se ha realizado el genotipado de las muestras mediante el
kit Linear Array VPH Genotyping (Roche Diagnostics); metodologia que nos ha
permitido detectar 37 genotipos virales; para poder asi conocer la
epidemiologia local de la infeccion por VPH vy realizar estudios del impacto
potencial de la vacuna (tetra y nonavalente) en la prevencion del desarrollo de

lesiones intraepiteliales en nuestra cohorte de pacientes.

8.1.1. Prevalencia genotipos VPH de alto riesgo y lesion histopatolégica

Durante el periodo de estudio se detectaron 595 mujeres con infeccion cervical
por VPH, que se corresponde con el 43% de la poblacion estudiada;
prevalencias de infeccion similares a las reportadas por Chatuverdi et al o Pista

et al, Garcia Espinosa et al (43, 52% y 47% respectivamente) (140-142)

Castellsague et al (65) encontraron prevalencias de infeccion estandarizadas
por edad de cerca del 14%. Una explicacion a estas diferencias encontradas
con respecto a nuestros resultados podria ser que en este estudio (65) se
excluyeron a las mujeres con citologia o histologia anormal diagnosticadas en
los 12 meses previos, circunstancia que infraestimaria la prevalencia de
infeccién cervical por VPH, ya que estas mujeres serian mas propensas a ser
VPH-positivo. Por otro lado en diversos estudios de base poblacional las
muestras se sometieron a pruebas para detectar la positividad del VPH
utilizando la prueba de ADN del VPH, Hybrid Capture II (HC2, Digene

Corporation, Gaithersburg, MD) que permite detectar la presencia de 13 tipos
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de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68) y 5 tipos de
bajo riesgo (6, 11, 42, 43 y 44).

Los genotipos mas prevalentes en nuestra cohorte de pacientes fueron el VPH
16 (30,08%), el VPH 52 (14,29%), el VPH 51 (11,6%) y el VPH 31 (9,41%);
distribucién muy similar a la reportada por Guan et al (67).

En nuestro estudio se encontré una prevalencia para el genotipo 52 mayor a la
encontrada por otros autores en estudios de ambito nacional (71, 143, 144).
Nuestros resultados tampoco coinciden con el informe ICO-WHO, del 2016 (75)
en el que se obtuvieron prevalencias para HSIL del 5,4% y CC del 2,4% para el
genotipo 52. Esta diferencia podria ser debida a que la poblacién inmigrante del
Africa oriental tiene un peso importante en nuestra area de salud; area en la
que se ha comunidado una prevalencia de infeccion por VPH 52 muy alta
(145).

Los datos publicados por Castellsagué et al y Delgado et al (65, 146) con
respecto a la prevalencia del VPH 52 son similares a los obtenidos en nuestro
estudio. Castellsagué et al encuentran que después de VPH 16, el genotipo 52
es el mas prevalente. Delgado et al comunican una prevalencia para el
genotipo 52 del 12%.

Respecto a la prevalencia del genotipo 16 y 18, en nuestra muestra
encontramos prevalencias superiores (30,08% y 5,38% respectivamente) a las

halladas en otros estudios de base poblacional (65, 147).

Nuestros datos se acercan mas a los publicados por Garcia Espinosa et al
(142); que detectan prevalencias para el VPH 16 del 26%, para VPH 31 del
10,7%, para VPH 58 del 8,0% y para el VPH 18 del 5%. No obstante, toda la
muestra de mujeres incluidas por Garcia Espinosa et al presentaban lesién

histopatoldgica (de NIC 1 en adelante).

El VPH 16 fue el genotipo viral mas frecuentemente detectado, incluso en las
pacientes sin hallazgos de anormalidad citolégica, como reportan muchos
autores (70, 145, 148).
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No se observaron grandes diferencias de distribucion del tipo deVPH entre
citologia normal y LSIL. Sin embargo, la positividad de VPH 16 aumento
abruptamente en las lesiones de alto grado con respecto a las lesiones de bajo
grado (LSIL 29%, HSIL 62%, CC 77%).

Depuydt et al, (149) que realizaron estudios de prevalencia basados en cribado
cervical organizado, encontraron prevalencias para el genotipo 16 menores.
Estas diferencias posiblemente se deban a que nuestro estudio esta basado en

un cribado cervical oportunista.

Un metaanalisis (67) que incluia 369.186 pacientes encontraba una relacion
20-28% prevalencia de VPH 16 en las lesiones de bajo grado vs 58-63% en las

de alto grado; datos muy similares a los que nosotros reportamos.

El genotipo 16, no fue solamente el mas prevalente, sino que también fue con
diferencia el genotipo asociado de forma mas fuerte con el riesgo de lesion
intraepitelial de alto grado o carcinoma, con una fuerza de asociacion muy
superior al genotipo 18 (ORa 12,02 vs ORa 3,94) o al resto de genotipos de
alto riesgo en su conjunto (ORa 2,47). Este resultado coincide con lo reportado

por numerosos autores en estudios previos (4, 150, 151).

Dentro de los tipos virales de alto riesgo, el 16 y el 18 son los genotipos que
causan el 70% de los casos de cancer de cérvix, y aun una mayor proporcion
de los canceres asociados a VPH como el de vulva, vagina, pene, ano y
orofaringe (27-29).

La asociacion existente entre el VPH 16 y el CC ha sido claramente
establecida; en el 50-70% de las pacientes con CC se detecta VPH 16 (27,
30). En nuestra serie, VPH 16 se detecta en el 77% de las pacientes con

cancer de cérvix.

Aunque en nuestro estudio encontramos que VPH 52 es mas prevalente en
lesiones histopatoldgicas de alto grado (29% HSIL, 23% CC) respecto a las
lesiones de bajo grado (LSIL 16%); no podemos atribuir de forma individual a
este genotipo viral un riesgo significativo de desarrollo de lesiones de alto
grado; ya que mas del 50% de nuestras pacientes (45/85) estaban coinfectadas

con el genotipo 16.
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Nuestros resultados muestran una prevalencia infeccion por al menos un
genotipo de alto riesgo oncogénico inferior a lo esperado (73%). Castellsagué
et al y Moore et al (65, 147) encuentran porcentajes cercanos al 85% de

prevalencia de genotipos AR.

Mientras se han encontrado prevalencias de infeccion por VPH en pacientes
sin anormalidad cervical en torno al 12% (145, 147, 148), en nuestra serie se
describe hasta un 49% de pacientes con infeccion por VPH y exdmenes
citologicos no patologicos. Esta diferencia de prevalencias podria ser debida a
que nuestro estudio esta basado en un cribado cervical oportunista en el que
un criterio de inclusion es la infeccion cervical por VPH, criterio que no se
incluye en muchos estudios de base poblacional. Nuestros datos muestran
concordancia con los presentados por Del Rio et al (15), en el que los criterios
de inclusion de las pacientes son semejantes. Ellos reportan prevalencias de

infeccidon por VPH en un 65% de pacientes sin lesion histopatologica.

Asi mismo, por el reclutamiento de nuestras pacientes en base a una infeccion
por VPH provada, encontramos un porcentaje de mujeres que presentaron en
la citologia una alteracion morfolégica (cribado positivo) superior a lo esperado
(41,36%). Moore et al (147) reportan un 16% de pacientes con citologias con
anormalidad, Guan et al del 28%(67).

El porcentaje de atipias cervicales encontradas en nuestras pacientes;
ASCUS/ASCH en el 8.14%; [IC95% 5.85-10.43], LSIL en el 19.49%; [IC95%
16.21-22.77], HSIL en el 11.53%; [IC95% 8.86-14.19], fue similar al descrito por
Guan et al (67) para la atipias de bajo grado (5,8% ASCUS, NIC1+LSIL: 18%,
NIC2+NIC3+HSIL:19%).

8.1.2. Infeccién multiple

Se han realizado numerosos estudios para evaluar la frecuencia de infeccion

multiple y su relacion con la progresion de las lesiones de las pacientes.

En nuestra serie la infeccion multiple representé el 50% de la infeccion cervical
por VPH.
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Encontramos porcentajes de infeccion multiple mas elevados a los descritos en
otros estudios; si bien, la metodologia usada por muchos de ellos, para la
deteccion y genotipado de las muestras no permitia detectar tantos genotipos

virales como los que nos permite nuestra metodologia.

Castellsagué et al (65), estudiaron el papel de la infeccion multiple por VPH con
una metodologia de captura de hibridos que permite detectar 18 genotipos
virales (13 de AR y 5 de bajo riesgo) encontrando prevalencias de infeccion
multiple del 25%. Garcia Espinosa et al (142), con una técnica que permite
detectar 20 genotipos virales, encuentraron prevalencias de infecciéon multiple
del 18% en HSIL, mientras que en nuestros datos encontramos un porcentaje

de infeccion del 54% para lesiones de alto grado.

Chatuverdi et al (141) en una serie de 2.478 mujeres sexualmente activas,
encontraron un porcentaje de infeccion multiple por VPH del 43%. Bello et al
(17) encuentran un porcentaje de infeccion multiple del 44,2% en el estudio de

muestras cervicales de 1.323 mujeres.

Los resultados de prevalencia de infecciones multiples de los dos estudios
anteriores mostraron resultados muy similares a nuestra serie. En nuestro
estudio, aunque no existe asociacion entre infeccion multiple y rango de edad;
encontramos que la infeccion multiple es mas prevalente en mujeres menores
de 30 afios (17, 140).

Se desconoce si los tipos de VPH en multiples infecciones ocurren al azar, o si
existe una relacion competitiva o cooperativa. Algunos autores sugieren que las
infecciones de tipo multiple que involucraban la especie a-9 eran las mas
frecuentes y la a-9 era la Unica especie involucrada en combinaciones

fuertemente asociadas negativamente (152, 153).

Chatuverdi el al (141) encontraron que la infeccidon con multiples especies a-9
se asocié con un riesgo significativamente aumentado de NIC2 + (OR = 2,2;
IC95%= 1,1-4,6). Sin embargo, el riesgo de enfermedad fue similar a la suma
del riesgo estimado de los tipos individuales, con poca evidencia de

interacciones sinérgicas.

141



Aunque multiples estudios defienden que la infeccion mudltiple aumenta
sustancialmente el riesgo de severidad de las lesiones histopatoldgicas (17,
154), incluso en los analisis en los que se excluyen las mujeres infectadas por

VPH 16 (17, 152); nosotros no encontramos dicha asociacion.

En Costa Rica, un estudio que incluia una poblacion inicial de 8.545 mujeres
documenté que después de controlar las fuentes de correlacién comun entre
los tipos de VPH, no hubo evidencia de una tendencia a agrupar a las

pacientes positiva o negativamente en relacion a multiples infecciones (155) .

En la mayoria de los estudios epidemiolégicos, hasta el momento, la
importancia clinica de la infeccion multiple no se ha conseguido dilucidar. En
nuestra serie no hemos podido demostrar que dichas infecciones multiples den
lugar a lesiones precursoras de mayor riesgo. Nuestros resultados estan

respaldados por lo reportado por diversos autores previamente (4, 155, 156).

8.2. Infeccioén cervical por VPH 16

La alta prevalencia de infeccion por VPH 16 de nuestra cohorte y su frecuente
asociacion con el desarrollo de lesiones de alto grado, claramente establecida
hasta el momento (4, 29, 30); motivd el estudio en profundidad y
caracterizacion de la infeccion cervical del subgrupo de pacientes infectadas
por el genotipo 16 (176 pacientes) en cuanto a infeccion multiple vs simple,

variante y carga viral.

8.2.1 Edad y estatus inmigrante

En nuestro estudio tanto la edad como el estatus immigrante se han asociado
de modo independiente al riesgo de lesion intraepitelial de alto grado o
carcinoma; estos resultados motivaron que ambas variables fueran incluidas

como variables predefinidas en los modelos multivariables.

Aunque sabemos que la prevalencia de infeccion por VPH es muy alta en

mujeres menores de 25 afos; en esta poblacidon la mayoria de las infecciones
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son transitorias. Las altas tasas de aclaramiento viral que suceden en este

rango de edad, no ocurren en mujeres de mayor edad (73).

Castle et al (157), realizaron el seguimiento durante 5-7 afios de una cohorte
poblacional de 7.237 mujeres en Costa Rica y observaron que la adquisiciéon de
VPH predomind a edades mas tempranas, mientras que las infecciones
persistentes gradualmente se hicieron mas prominentes con la edad; mas del
50% de las infecciones fueron persistentes en las mujeres mayores de 65 afos.
Esta tendencia fue especialmente fuerte para el tipo oncogénico mas
prevalente, el VPH 16 (los porcentajes de persistencia fueron del 15,2% para

las mujeres <25 afios y del 70% para las mujeres mayores de 65 afos).

Teniendo en cuenta que la persistencia de la infeccion es necesaria para el
desarrollo de lesiones histopatoldgicas de alto grado (158) y que el tiempo
estimado desde la infeccion inicial hasta la carcinogénesis es de 10 a 20 afios;
la incidencia de cancer cervical es mayor en las pacientes mayores de 55 afios
(30, 159).

Powell et al (150) mediante un estudio de casos y controles de 262 pacientes
con CC invasivo diagnosticado en Gales entre 2000 y 2006 evaluaron el efecto
de la edad en la OR asociada a tipos particulares de VPH. Sus resultados
indicaron que la infeccion con un VPH de alto riesgo en mujeres mayores de 40
afios se asocid con un riesgo aproximadamente 30 veces mayor de CC

invasivo en comparacion con las mujeres menores de 40 afios.

Aunque en nuestra cohorte de pacientes con infeccion por VPH 16 no
obtenemos tasas de riesgo tan altas a las descritas por Powell et al, si
observamos, que con independencia de la carga o variante viral detectada, por
cada aumento de 10 afios en la edad de nuestras pacientes, el riesgo de lesion
de alto grado se duplicaba (ORa= 2,35).

En varios estudios se ha demostrado que las mujeres de ascendencia hispana
o africana tienen mas riesgo de adquirir VPH y padecer lesiones premalignas y
malignas de cuello uterino. Riesgo que también se ha encontrado en mujeres
de estrato socioecondmico bajo, bajo nivel educativo y cultural, asi como

estatus inmigrante (84, 160, 161).
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Hasta ahora no se ha conseguido establecer con claridad si en este grupo de
mujeres existen marcadores genéticos involucrados, una mayor exposicion al
virus o dificultades para acceder a los servicios de cribado existentes (162). Sin
embargo, estos factores sociodemograficos parecen ser mas un marcador de
riesgo que un evento causal por si mismo; en la medida en la que estas
mujeres tienen conductas de mayor riesgo para adquirir una infecciéon por VPH
(tales como aquellas relacionadas con el comportamiento sexual o la alta
paridad) (84, 162).

En nuestro estudio, se encontré un riesgo de tener una lesion histoldgica de
alto grado en el subgrupo de poblacién inmigrante de casi cinco veces mas
(ORa=4,3) al de la poblacién autoctona. Una posible explicacion seria la mayor
exposicion a cofactores de riesgo que encontramos al analizar los habitos
sexuales (numero de parejas sexuales p=0,06, edad primera relacion sexual p=

0,02, n°® gestaciones p=0,001) de la poblacion inmigrante.

8.2.2 Carga viral

Al restringir el analisis de los resultados a las pacientes infectadas por el
genotipo 16 observamos que la carga viral del genotipo 16 fue el predictor
independiente mas importante del riesgo de lesion intraepitelial de alto grado o
carcinoma. Se obtuvo ademads un fuerte patron dosis respuesta en nuestros

resultados.

Estudios previos se han realizado para determinar la asociacion entre la carga

viral y la persistencia de la infeccion.

En Colombia, un estudio de cohorte (5) con 1.728 mujeres, que fueron
seguidas durante 9 afios encontré que la carga viral fue el mayor determinante
para persistencia de VPH 16, por lo que altas cargas virales aportan mayor
riesgo para el desarrollo de lesiones de alto grado, planteandose que la carga
viral es un determinante para la persistencia de la infeccién y la eliminacion,

ocurriendo ésta a los 5 afios sin cambio en el tipo viral.
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Gravitt et al (163) realizaron un estudio de seguimiento en pacientes jovenes
(18-35 afos) con infeccién por VPH 16 y observaron que la disminucién de 2

logaritmos en la carga viral estaba fuertemente asociada al aclaramiento viral.

Ramanakumar et al (26) constataron, en el seguimiento de una cohorte de 636
mujeres, que el aclaramiento de la infeccion fue mas rapido en la pacientes con
cargas virales iniciales bajas (que se encontraban en los valores de los 2/3

inferiores).

Aunque algunos autores (163) defienden que la carga viral de VPH 16 medida
en un solo punto de tiempo no se asocia con la eliminacién viral; los resultados
de cargas virales altas persistentes demuestran que la medicion repetida de la
carga viral del VPH 16 podria ser util para predecir la progresion de las

infecciones por VPH 16.

Con respecto a la posible relacién entre la carga viral y la severidad de la
enfermedad. Un estudio transversal realizado en China, encontré una fuerte
asociacion de alta carga viral en mujeres con CC, con un OR de 68 (IC95%
17,8-259,7), estableciendo que una carga viral alta podria predecir un riesgo
futuro de desarrollar CC y plantean la posibilidad de emplear marcadores

adicionales para identificar de manera temprana a mujeres en riesgo (164).

En México, se realizd un estudio de casos y controles, con hallazgos que
sugieren una relacion fuerte entre la cantidad de ADN viral y el estadio de las
lesiones cervicales. Encontrando un incremento de la carga viral proporcional a
estadios mas avanzados de las lesiones, con un OR de 365,8 (IC95% 94,7-
1.412) con NIC 2-3, lo cual permite inferir una asociacion dosis-respuesta,
concluyendo que existe un mayor riesgo de CC, al presentar infecciones

persistentes con una alta carga viral (165).

Sin embargo, los estudios realizados en China y México, han empleado como
técnica de cuantificacion la Captura Hibrida Viral 1l (HCII), la cual hace una
evaluacioén cualitativa de 13 tipos virales de alto riesgo, y no permite establecer

el tipo o tipos virales especificos infectantes.

En nuestro estudio encontramos que cargas virales por encima de 1.367

copias/célula (mediana) se asocian con 8 veces mas riesgo de tener una lesion
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histopatologica de alto grado. Nuestros resultados muestran valores relativos
menores al de los estudios mencionados previamente (164, 165), si bien
debemos sefialar que nuestro estudio se centra en el genotipo VPH 16 y no

tiene en cuenta el peso de otros genotipos de AR detectados.

Dentro de los estudios que han empleado la técnica de PCR a tiempo real:
Ylitalo et al (11), utilizando un disefio de casos y controles, encontraron que los
casos tenian cargas virales consistentemente mayores para el VPH 16 que los
controles y que se podian detectar cargas virales altas hasta 13 afios antes del
diagnéstico de cancer cervical. Como tal, las mujeres con altas cargas virales
para VPH 16 tuvieron un riesgo 30 veces mayor en comparacion con las
mujeres que eran VPH negativas, y este aumento del riesgo fue consistente en

el tiempo para medir la carga viral del genotipo 16.

Un segundo estudio realizado en la misma poblacion demostré que el 20% de
las mujeres con las cargas virales mas altas para VPH 16 tenian un riesgo 60
veces mayor de desarrollar carcinoma in situ que las mujeres que eran VPH

negativas (12).

La relacion entre las cargas virales de ADN del VPH 16 y el grado de lesion
siguieron un patron claro de dosis respuesta; tras ajustar por edad y estatus
inmigrante se encontraron ORa para el ultimo tertil (CV mayor a 11.792
copias/célula) de 16,34. La asociacién encontrada entre la carga viral y el

riesgo de lesion intraepitelial, se mantuvo al ajustar por variante viral detectada.

Moberg et al (13) también encontraron un patron dosis respuesta, observando

OR maximas (OR=51) en el percentil de mayor carga viral.

En la literatura se encuentran puntos de corte diferentes al categorizar la carga
viral. Las diferentes metodologias (PCR a tiempo real, Captura Hibrida 2)

usadas para la cuantificacion nos impiden hacer comparaciones interestudio.

Marks et al categorizaban el punto de corte en 2000 copias/1 0* células; aunque
concluian que la medicién de la carga viral de forma individualizada no era util
(163).
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Saunier et al, que realizan la cuantificacion viral usando la misma metodologia
que en nuestro estudio, proponen que una carga viral de mas de 22.000 copias

/10° células permite identificar a las mujeres con lesiones de alto grado (6).

En un estudio donde se evalud la correlacion clinica de las cargas virales de
VPH 16 y VPH-18, se encontré que el valor predictivo mas alto para la lesién
intraepitelial cervical de grado 2 o superior se observé con un limite de carga
viral de VPH 16 de 3,0 x 10 ° copias por millén de células, permitiendo realizar
el diagnostico en este punto de NIC 2 (166).

Teniendo en cuenta lo anterior, en nuestro estudio, con el fin de asegurar la
calidad de los analisis y una mayor potencia estadistica, la carga viral fue

categorizada de acuerdo a la mediana y a la distribucion en tertiles.

Por tratarse nuestro estudio de un estudio de corte transversal, los resultados
que se obtuvieron, corresponden a una valoracion unica de la carga viral del
VPH, por lo tanto no es posible saber si ésta puede predecir el riesgo de
progresion de las lesiones y posterior desarrollo de CC. Sin embargo, estos
resultados son consistentes con hallazgos reportados en estudios
longitudinales (5, 7, 11, 12, 26, 163).

Los hallazgos de este estudio, apoyan las nociones que se tienen a nivel
mundial sobre la implementacion de la cuantificaciéon viral para VPH 16 como
marcador de riesgo para CC, ademas de la citologia, para mejorar y fortalecer
los programas de cribado de CC, permitiendo identificar mujeres VPH positivas,
que presentan un mayor riesgo de desarrollar lesiones precursoras, y ademas
identificar mujeres aun sin anomalias cervicales, para predecir el inicio de un
proceso neoplasico. Es importante destacar que esto también tendria su
aplicacion en mujeres menores de 25 afos (11), un grupo de edad que tiene
una prevalencia particularmente alta de infeccion por VPH y en el que
encontrar un método para distinguir infecciones clinicamente relevantes seria

particularmente valioso.

Seran necesarios estudios para establecer metodologias validadas vy

reproducibles que nos permitan estandarizar la cuantificacién viral para poder
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obtener valores que nos permitan hacer comparaciones interensayo y asi poder

apoyar su uso como biomarcador de la enfermedad.

8.2.3. Variantes virales

Se ha sugerido que las variantes de secuencia del ADN de VPH 16 contribuyen
a diferencias en el comportamiento de las lesiones cervicales individuales. Para
abordar esta cuestion, hemos analizado la asociacién de variantes detectadas
en nuestra cohorte de mujeres con infeccion por VPH 16.

En nuestro estudio unicamente la variante asiatica de subtipo viral del genotipo
16, se asoci6é de forma cruda con un aumento del riesgo de lesion intraepitelial
de alto grado o carcinoma, pero esta asociacién no se mantuvo al ajustar por

edad, estatus inmigrante o carga viral.

En un estudio de seguimiento de 10.049 mujeres durante 7 afios se observo
que las variantes no europeas, en particular el linaje AA, tienen una mayor
tendencia a persistir, por lo que se relacionan con un riesgo mayor de lesion
histopatologica (OR=2,4) (34).

Xi et al encontraron que el riesgo de desarollar HSIL, de las mujeres infectadas
por variantes VPH 16 AA era 3,1 veces mayor que el de las mujeres infectadas

por variantes Europeas (36).

Estas asociaciones crudas reportadas en estos dos estudios son muy similares
a las que encontramos tras el analisis de nuestros datos para la variante
Asiatica americana AA (ORc=2,93). Sin embargo, nuestra asociacion cruda no

se mantuvo al ajustar por edad, estatus inmigrante o carga viral.

Lo cierto es que en poblaciones con bajo nivel de mezcla étnica, como ocurre
en nuestro caso, la asociacién entre las variantes no Europeas y la lesion

histopatoldgica de alto grado no se suele encontrar.

Numerosos autores sefalan que las diferencias en las asociaciones en relacion
a determinadas variantes virales es probable que sean geograficamente
dependientes (23, 42).
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Cornet et al, para evaluar la asociaciéon entre las variantes genéticas del VPH
16 vy el riesgo de cancer cervical, disefiaron un estudio multicéntrico basado en
muestras cervicales positivas para VPH 16 (1.121 casos de cancer cervical y
400 controles) del biobanco de la International Agency for Research on Cancer
(IARC). Encontraron que la incidencia de los diferentes linajes vario entre los
casos Yy los controles y se observé que la distribucion de variantes de VPH 16
en todo el mundo, y sus asociaciones para el cancer cervical parecen ser

poblacién-dependiente (23).

Con respecto al analisis de las variantes Europeas, algunos estudios han
mostrado una asociacion entre la variante E350G (que es un linaje que
presenta un residuo de aminoacido alterado en el gen E6) y la enfermedad
cervical (33). Otros encontraron mayor asociacion con la persistencia para la
variante E350T (38).

En nuestro caso no encontramos asociacion entre la enfermedad cervical y el
linaje de la variante europea E350T o E350G. Resultados que coinciden con

los reportados por Zuna et al, Tornesello et al y Nindl et al (40-42).

Nuestros resultados sugieren que todas las variantes se asocian con el
desarrollo de cancer invasivo. Sera necesario el desarrollo de estudios
genomicos virales mas amplios, especialmente para identificar la base genética
de la carcinogenicidad unica del VPH 16, para establecer las asociaciones

descritas por algunos autores.

8.2.4. Infeccién multiple

Entre las muestras positivas para VPH 16 identificadas en este estudio
(n=176), las infecciones multiples por dos o mas genotipos fueron reportadas
en un 66%, porcentaje mayor al encontrado en el analisis de toda nuestra serie
de pacientes (595). También fue mayor nivel de ocurrencia de infeccion

multiple por genotipos de AR (46%).
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Nuestros resultados podrian sugerir la presencia de accion sinérgica entre
diferentes tipos virales. Algunos autores sugieren que las infecciones de tipo

multiple que involucraban la especie a-9 eran las mas frecuentes (152).

Al analizar la infeccién mudltiple por otros genotipos ademas del 16, no se
encontré asociacién con un aumento del riesgo estadisticamente significativo

de desarrollo de lesidnes histopatoldgicas de alto grado.

Nuestros resultados coinciden con lo reportado por muchos otros autores que
sostienen que las implicaciones clinicas que la infeccion con multiples
genotipos de VPH son inciertas. Esta afirmacion esta basada en estudios de
seguimiento realizados en mujeres con infecciones multiples, en las cuales se
ha observado, que aunque los genotipos identificados tiendan a formar grupos,
en el seguimiento de la infeccion en estas mujeres no muestra que estos
grupos tengan una influencia determinante en el curso de la infeccion viral y el

desarrollo de lesiones malignas en las pacientes afectadas (4, 142, 155, 156).

Concluimos, por lo tanto, que en nuestra serie de pacientes, el genotipo 16, se
asocia claramente con el riesgo de lesion intraepitelial de alto grado o
carcinoma (ORa 12,02), (4, 150, 151) con independencia de encontrarse en

infecciones simples o multiples.

Sigue habiendo una necesidad de mas estudios evaluando la incidencia de
multiples tipos de infecciones por VPH, y cualquier interaccion entre los tipos

de VPH dentro de estas infecciones.
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8.3. Prevalencia de genotipos aislados en funcion de los genotipos
incluidos en la vacuna y potencial proteccién frente al desarrollo de

lesiones de alto grado

En nuestra cohorte de pacientes la infeccion por los genotipos 16 o 18 fue lo
que mas aumentd el riesgo de lesion de alto grado. Nuestros resultados
coindicen con lo publicado hasta el momento; las infecciones por VPH 16 y 18
tienden a progresar mas rapido a lesiones cancerosas que el resto de tipos
virales (4) y causan el 70% de los casos de cancer de cérvix, y aun una mayor
proporcion de canceres de vulva, vagina, pene ano y orofaringe (117, 118,
167). Por lo tanto, las vacunas actuales abordan aproximadamente el 70% de

los CC a través de la proteccion contra el genotipo 16y 18.

La infeccion por los genotipos 16, 18, 31, 33, y especialmente la persistencia,
se asociaron con alto riesgo para la progresion a lesiones cervicales de alto
grado (4,153). Estos resultados indican el valor potencial de genotipado en la

deteccion del cancer de cuello uterino.

La infeccion concomitante por el genotipo 16 y 18 sugiere ademas una
interaccion, aumentando en nuestra serie la coinfeccion viral de modo
multiplicativo del riesgo de lesion de alto grado (OR ajustada 63,58) con una
AFe ajustada del 90 y 98% para infeccion aislada o conjunta respectivamente.
Asi pues, las vacunas con proteccion frente a uno de estos genotipos (16 o 18)
evitaria aproximadamente el 90% de las lesiones de alto grado, mientras que la
proteccion frente a ambos genotipos evitaria el 98% de las lesiones de alto
grado presentes en las mujeres coinfectadas por el genotipo 16 y 18. Estos
datos apoyan el impacto preventivo tanto de la vacuna tetravalente como de la
nonavalente, ya que ambas vacunas cubren los genotipos 16 y 18 (116-118,
167).

La nueva vacuna nonavalente contra el VPH presenta proteccion frente a cinco
tipos oncogénicos adicionales (31, 33, 45, 52 y 58) con respecto a la vacuna
tetravalente. Se ha determinado que tiene el potencial de aumentar la
prevencion general de CC aproximadamente del 70% a aproximadamente el
90% (58).
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Nuestros datos apoyan este aumento de eficacia. Esta mayor proteccién de la
nueva vacuna nonavalente VPH frente a la vacuna tetravalente, parece tener
impacto, ya que en nuestro estudio, estos genotipos por si solos (en ausencia
de infeccion por los genotipos 16 o 18) multiplicarian por 3,5 veces el riesgo de
lesion de alto grado, con una AFe-ajustada del 72%. Es decir, nuestros
resultados sugieren que si las 121 pacientes que presentan al menos uno de
estos genotipos pero no el genotipo 16 ni 18, se hubieran vacunado con la
nueva vacuna nonavalente, se habrian evitado aproximadamente el 72% de las
lesiones de alto grado presentes en dichas mujeres. Dicho de otro modo, si se
hubieran vacunado todas estas 121 pacientes, y la eficacia de la vacunacion
para estos genotipos 31, 33, 45, 52 y 58 fuera del 100%, se habrian evitado
aproximadamente 87 lesiones de alto grado.

Joura et al, mostraron una eficacia frente a lesiones de alto grado relacionadas
con la infeccion por VPH 31, 33, 45, 52 y 58 del 96.7% en el analisis de una
cohorte de 14,215 mujeres de 16 a 26 afos (121). Monsonego et al,
observaron que una alta proporcion de lesiones cervicales de alto grado (60,6%
de los NIC2) se asociaron con los tipos 31, 33, 45, 52 o 58 del VPH (168).

En nuestro estudio existe un % de mujeres con infeccién por genotipos de alto
riesgo no cubiertos ni por la vacuna tetravalente ni por la nueva vacuna
nonavalente, del 17.98%. En ausencia de infeccion por genotipos 16 o 18, la
infeccion por el remanente de genotipos de alto riesgo que quedan sin cubrir
con la vacuna nonavalente (genotipos 35, 39, 51, 56, 59, 68) se asoci6 a un
aumento moderado y no significativo del riesgo de lesion de alto grado, con una

AFe cercana al 40%.

Al hablar de eficacia de vacunas hay que considerar a la hora de extrapolar
nuestros resultados varios aspectos que pudieran conducir a menores
fracciones atribuibles en la poblacion estudiada. Por un lado puede que la
efectividad de las vacunas no sea del 100% y por tanto la proteccion no sea del
100% en el 100% de las mujeres vacunadas. Por otro lado, no es descartable
una falsa sensacion de seguridad reportada por diversos autores que

conduciria a una mayor prevalencia de estilos de vida o habitos sexuales de
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riesgo que hagan aumentar la prevalencia de infeccion por otros genotipos

virales.

En el presente estudio, las mujeres incluidas en el mismo acudieron al hospital
para investigar mas a fondo los problemas ginecolégicos; Por lo tanto, los
resultados pueden ser mas representativos de la poblacion hospitalaria
especifica que de la poblacién general. Sin embargo, los datos son importantes
para determinar el impacto futuro de las vacunas y un cambio potencial en el
estado de salud de las pacientes y conocer el perfil epidemiolégico del VPH en
Espafia. La descripcion de la circulacion de alto riesgo del VPH es una
caracteristica clave para el disefio racional de los nuevos programas de

vacunas adaptadas a la poblacién y los programas de cribado.

8.4. Limitaciones

Una limitacion del presente estudio es que no se trataba de un estudio "basado
en la poblacion”, sino basado en el cribado oportunista del cancer cervical. La
poblacién de reclutamiento comprendia mujeres que asistieron a las consultas
de Ginecologia a sus examenes de salud programados y, en consecuencia,
podria haber un sesgo diferencial, bien por el reclutamiento preferencial de
mujeres con conciencia de salud en comparacion con mujeres de una edad
similar dentro de la poblacion espafiola general, o bien por todo lo contrario, es
decir, por una asistencia a la consulta motivada por percepcion de factores de

riesgo.

Asimismo, el disefio del estudio, con la inclusién de mujeres con infeccion
provada por VPH, podria habria sobreestimado la prevalencia de las lesiones

histopatoldgicas de nuestras pacientes.

Teniendo en cuenta que se trata de un estudio de corte transversal, los
resultados que se obtuvieron, corresponden a una valoracién Unica de la carga
viral del VPH, por lo tanto no es posible saber si ésta puede predecir el riesgo

de progresion de las lesiones y posterior desarrollo de CC.
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Se desconoce la duracién de la infeccion de las mujeres incluidas, con lo cual
no es posible generalizar los resultados a todas las lesiones precursoras de
CC. Es por esto que estudios prospectivos en mujeres con infeccion por VPH
que incluyan la determinacién tipo-especifica (de acuerdo a la prevalencia
local) de la carga viral y mujeres con lesiones precursoras en diferentes grados
de severidad, son necesarios para confirmar los resultados del presente

estudio.

Otra limitacién del estudio es que la detecciéon del ADN del VPH se realizé en
células exfoliadas de cuello uterino en lugar de en muestras de biopsia con
diseccion laser, lo que limita nuestra capacidad de establecer determinaciones
causales entre tipos especificos de VPH y lesiones histopatolégicas. Ademas,
la asociacion entre los tipos de VPH y las lesiones de alto grado no implica

necesariamente causalidad

El disefio del estudio, hizo que en la recopilacion de determinadas variables
sociodemograficas y cofactores de riesgo relacionados con los habitos
sexuales de las pacientes se perdieran datos por la imposibilidad de contactar

con las pacientes o por la negativa de las mismas de realizar el cuestionario.
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9. CONCLUSIONES

1. Los genotipos mas prevalentes en nuestra cohorte de pacientes fueron
el VPH 16, el 52, el 51 y el 31. El genotipo 18 se detecto unicamente en
el 5% de las pacientes.

2. El genotipo 16 fue el genotipo mas asociado al riesgo de lesion
intraepitelial de alto grado o carcinoma, con una fuerza de asociacion
muy superior al genotipo 18 o al resto de genotipos de alto riesgo en su

conjunto.

3. Al restringir a las pacientes infectadas por el genotipo 16, la carga viral
del genotipo 16 fue el predictor independiente mas importante del riesgo
de lesion intraepitelial de alto grado o carcinoma. Se obtuvo ademas un

fuerte patrén dosis respuesta.

4. En las pacientes con infeccion cervical por VPH 16 tanto la edad como el
estatus immigrante se han asociado de modo independiente al riesgo de

lesion intraepitelial de alto grado o carcinoma.

5. No encontramos asociacion entre la enfermedad cervical y la variante
viral del VPH 16 detectada.

6. Dentro de las caracteristicas sociodemograficas y factores de riesgo
evaluados; el numero de parejas y de abortos fueron las unicas
variables que mostraron diferencias estadisticamente significativas entre

mujeres con y sin lesién cervical de alto grado.

7. Las infecciones multiples fueron mas frecuentes en el grupo de mujeres
menores de 34 afos, pero no se correlacionaron clinicamente con el
grado de lesion citoldgica.
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8. Los genotipos 16 y 18, especialmente en coinfeccion, son los que mas

impacto tienen en el desarrollo de lesiones de alto grado.

9. En ausencia de infeccion por genotipos 16 o 18, la mayor proteccion de
la nueva vacuna nonavalente (frente a los genotipos 31, 33, 45, 52 y 58)
parece tener impacto, porque estos genotipos por si mismos
multiplicarian por 3,5 veces el riesgo de lesion de alto grado, y serian
responsables del 72% de las lesiones de alto grado desarrolladas por

estas mujeres.
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INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

En relacion con el Proyecto de Investigacion “Desarrollo de nuevas técnicas microbiolégicas
en el estudio de la infeccion por papilomavirus™, presentado por el Dr. Juan Carlos Rodriguez
Diaz facultativo del Servicio de Microbiologia del Hospital General Universitario de Elche, y
evaluado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital General Universitario de
Elche en la reunion de fecha 25 de mayo de 2010 tal y como queda reflejado en el acta de la
reunion

Informamos que:

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del Proyecto de Investigacién en relacién
con los objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el
sujeto.

El disefio del estudio es correcto y adecuado para responder a los objetivos planteados.

La capacidad del Investigador y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el
estudio.

Por todo ello, este Comité informa favorablemente dicho proyecto.

Elche, 26 de Maye de 2010.
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Fdo.: Dr. Alberto Martin Hidalgo
Secretario del CEIC del Hospital General Universitario de Elche
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%GENERALITAT
& VALENCIANA ELX

DEPARTAMENT DE SALUT

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

En relacidn al Proyecto de Investigacién titulado “Vacuna cuadrivalente v
nonavalente frente al virus papiloma humano: asociacion con los genotipos aislados en
la infeccion cervical e impacto en el riesgo de lesiones de alto grado®. cuyo investigador
principal es la Dra. Ledicia Alvarez Paredes del Servicio de Microbiologia del Hospital
Universitario de Burgos ¢ investigador colaborador la Dra. Maria Montserrat Ruiz
Garcia Servicio de Microbiologia Hospital General Universitario de Elche.

Los miembros del CEIC, en su reunion del 28 de julio de 2016 tras la lectura y
evaluacidn del proyecto. deciden emitir Informe Favorable al mismo.

Elche, 01 de Agosto de 2016

Fdo.: D. Alberto Martin Hidalgo
Secretario del CEIC
Hospital General Universitario de Elche
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