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1. INTRODUCCION

La neoplasia intraepitelial cervical (CIN) y el cancer de cuello uterino representan
uno de los principales problemas de salud publica que demanda una intervencion
prioritaria debido a sus elevadas tasas de morbilidad y mortalidad. De manera
general, el mayor nimero de casos diagnosticados de cancer de cérvix, se encuentra
entre los 35 y 45 afios, y solo el 10% se detectan en las mujeres mayores de 65
afios (1). En Espafia, en las mujeres entre los 15 y 44 afos es el segundo cancer en
frecuencia, por lo que afecta sobre todo a mujeres jévenes en edad reproductiva
(2). Las consecuencias derivadas del tratamiento, no sélo afectan a su calidad de
vida y a su reproduccion, sino que es una neoplasia con una elevada tasa de afios
potencialmente perdidos en la mujer (3).

Los datos obtenidos en las numerosas investigaciones realizadas hasta ahora, ponen
de manifiesto la existencia de una estrecha relaciéon entre la aparicion de alteraciones
de diverso grado de malignidad en el tracto genital femenino y la presencia y
persistencia del virus del papiloma humano (VPH) de alto riesgo oncogénico.

Desde hace casi 30 afios ya se sugirid por el profesor Harald Zur Hausen que
algunos tipos de virus del papiloma humano eran los agentes causales del
cancer de cérvix uterino (4). Varios afios después Della Torre (5) demostrd con el
microscopio electrdnico la presencia de particulas virales del VPH en las infecciones
subclinicas y en las neoplasias de cérvix. Esta asociacion se considera como uno
de los descubrimientos mas importantes en la investigacion sobre la etiologia de
un cancer en humanos realizada en las ultimas décadas. El carcinoma de cérvix
es el primer cancer en el que se ha identificado la existencia de una Unica causa
obligatoria, la infeccion por VPH (6). En estos tumores, se identifica ADN del VPH
entre el 90 y el 100% de los casos, este porcentaje ha ido en aumento a medida
que se han desarrollado mds y mejores técnicas de biologia molecular (7). El cancer
de cérvix, tanto escamoso como glandular, resulta de una infeccién no resuelta por
determinados genotipos del virus del papiloma humano (8). Otros canceres como el
de vulva, vagina, pene y ano, los canceres de orofaringe, las verrugas anogenitales y
la papilomatosis respiratoria recurrente, también estan producidos por el VPH (9). El
modelo de carcinogénesis cervical se basa en la persistencia de la infeccién por VPH
como elemento necesario para el desarrollo de lesiones precursoras y cancer.

El 80% de las mujeres se infectan a lo largo de su vida por uno o varios tipos de VPH
(10). Alrededor del 90% de las infecciones, son benignas, transitorias y se resuelven
espontaneamente en el plazo de 6 a 24 meses con la intervencion adecuada del
sistema inmune, aunque en algunos casos pueden pasar a un estado de latencia
por un largo periodo de tiempo, siendo este grupo quienes presentan mayor riesgo
de desarrollar lesiones del tracto anogenital (11). Durante el estudio de una mujer,
cuando aparece un tipo de VPH por primera vez, no se puede saber si la infeccién
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es de reciente adquisicion, o si es una infeccion latente o una reinfeccién (12). Esta
infeccién se caracteriza por la presencia de VPH en las células o tejidos que son
aparentemente normales y sin ninguna manifestacion de enfermedad. Sin embargo,
el virus estd ahiy puede ser detectado por técnicas especificas de biologia molecular.
Posteriormente la infeccion puede manifestarse por cambios microscopicos en el
epitelio cervical (coilocitos, displasia) detectados en citologias o biopsias del tejido
afectado. En muy pocos casos, la infeccion progresa produciendo la aparicién de
tumores visibles (13). Porlo tanto, el cdncer es una consecuencia muy poco frecuente
de la infeccion por VPH. Los eventos iniciales que conducen a la transformacion
maligna por virus oncogénicos no estan del todo esclarecidos (14), pero se piensa
qgue debe haber otros cofactores, tanto exdégenos como enddgenos, que junto con
el VPH aumenten el riesgo de progresién de una lesion preneoplasica a cancer (15).

En los ultimos 40 afios, las tasas de incidencia y mortalidad por cancer de cérvix han
disminuido en la mayoria de paises desarrollados. Esto se debe a la introduccién y
generalizacién de pruebas adecuadas de deteccion precoz, como son la citologia de
cérvix, la prueba de deteccion del VPH y la colposcopia. La facil accesibilidad al cuello
uterino, tanto a su inspeccién como a su estudio citocolposcdopico e histoldgico, ha
permitido el conocimiento extenso de la naturaleza de las lesiones intraepiteliales.

1.1. Epidemiologia del VPH

La mayoria de infecciones por el VPH son transitorias, pasando a ser no detectables
al cabo de 1-2 afios (16). Las infecciones producidas por virus de alto riesgo parecen
persistir durante mas tiempo que las producidas por tipos de bajo riesgo (17) vy
entre los de alto riesgo el que parece persistir mas tiempo es el tipo 16 (18). Los
genotipos virales encontrados en el 95% de casos de carcinoma escamoso de cérvix
por orden decreciente son el 16, 18, 45, 31y 33 y el resto de tipos filogenéticamente
relacionados con el 16: 35, 52 y 58 (19). Solamente el 16 lo encontramos en el 50%
de los casos, el 18 en el 14%, el 45 en 8% y el 31 en el 5% (20). En el adenocarcinoma
y carcinoma adenoescamoso, la prevalencia encontrada del VPH es algo menor, del
76,4% (21). Los tipos virales mas frecuentes son el 16, 18, 45, 59 y 33 y el resto de
tipos filogenéticamente relacionados con éste 39 y 68. Esta especificidad no se sabe
porque se produce. Los canceres producidos por VPH 45 tienen un corto periodo
de presentacion, con o sin produccidon de lesion preinvasiva. Este tipo viral es muy
raro encontrarlo en mujeres con citologia negativa o en lesiones de bajo grado (0,4%
y 3,7%, respectivamente), al contrario de lo que ocurre con el VPH tipo 16 (2,5% vy
20%, respectivamente) (22) (Fig. 1).

Respecto a la incidencia, es decir, el nimero de nuevas infecciones por VPH que
se presentan en una poblacién susceptible a lo largo del tiempo, apenas existen
estudios de seguimiento que permitan estimarla. Aproximadamente el 5-15% de
mujeres VPH negativas se infectan cada afio (23), la mayoria se producen en mujeres
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jévenes, pero la duracién de la infeccion es similar entre mujeres jovenes y mayores.
Las tasas de incidencia son generalmente mas altas para los virus de alto riesgo que
para los de bajo riesgo (24). Los VPH de alto riesgo mas frecuente son el 16, 18,
31, 33 y 51, pero sobretodo el 16. La coinfeccidon por multiples tipos y la infeccion
secuencial por tipos nuevos es comun (16).

Squomous
16+ 18+ 45 | X
164 184 45 + 31 | GRS
16418+ 454+ 31433 § 03

Adenocarcinomas

16418+ 45 B 557
164 184 45+ 59 § 27
164184454 59433 | K2R

%)

Figura 1. Prevalencia acumulada de los VPH mas frecuentes en los canceres de cérvix.
Fuente: IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans (25).

1.2. La infeccion por el VPH

Los papilomavirus humanos pertenecen a la familia Papilomaviridae, son virus
pequefios de 50nm de didmetro. Presentan una capside icosaédrica compuesta
por 72 capsémeros (Fig. 2). Su ADN es circular, de doble cadena, de 8.000 pares de
bases. Su estructura es compartida por los mds de 100 tipos secuenciados. Consta de
tres zonas: una region de control, denominada “long control region” (LCR), 8 genes
de expresion temprana o E= early (E1-E8), cuya expresion se traduce en proteinas
implicadas en la regulacion y replicacion viral, y 2 genes de expresion tardia o L=late
(L1, L2) cuya expresion genera las proteinas para el ensamblaje de la cubierta viral,
la capside. Los genes de expresion tardia presentan notables similitudes entre ellos.
Esta peculiaridad convertird a estos genes, especialmente a L1, en la diana principal
de la deteccién de ADNSs virales por métodos “consenso” al contrario de la deteccion
“tipo especifica” que utilizard genes de expresion temprana con alta variabilidad
intertipo como E6y E7 (Fig. 3) (26, 27).
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Histéricamente, los VPH han sido agrupados junto con los polyomavirus, formando
la familia Papovaviridae, pero desde el 2004 se consideran como subfamilias
individuales. La familia Papilomaviridae estd formada por mas de 200 tipos virales
de los cuales por lo menos 118 tipos se han aislado y caracterizado mediante la
secuenciacion del acido desoxirribonucléico (ADN) de la regién L1 del genoma viral,
regién bien conservada en todos los papilomavirus (28). Se define un nuevo tipo de
VPH cuando la secuencia del gen L1 es diferente por lo menos en el 10% respecto al
resto de los tipos virales. Cuando existe una diferencia en la region L1 entre el 2-10%
en algun tipo de VPH ya conocido, se trata entonces de un subtipo. Las variantes
de un tipo especifico de VPH difieren en por lo menos el 2% del tipo viral aislado
originalmente. Por ejemplo, del tipo 16 se conocen cuatro variantes: la E (Europea),
Asi (Asidtica), AA (Asidtica-Americana) y Af (Africana). En la nueva taxonomia de
los papilomavirus humanos, la alta relacion filogenética entre los tipos de VPH se
denomina “género”: alfa-papilomavirus (en el que se incluyen el VPH 16 y 18), beta-
papilomavirus y gamma-papilomavirus. La menor relacién filogenética comprende
la “especie”, por ejemplo el género alfa-papilomavirus incluye 15 especies: en la
especie 7 se ubica el VPH 18 y en la especie 9 el VPH 16. La clasificacion bioldgica
que indica la afinidad de los papillomavirus humanos por un tejido en particular
comprende: los cutaneotréficos, que producen las verrugas cutdneas y plantares,
y los mucosotroficos que afectan a las mucosas ano-genital y aerodigestiva (29).
Estos ultimos son clasificados también segln su riesgo oncogénico en tipos de bajo
riesgo (VPH-BR), probable alto riesgo (VPH-pAR) y de alto riesgo (VPH-AR). Un total
de 12 virus se clasifican como de bajo riesgo (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81
y CP6108), tres como probable alto riesgo (26, 53 y 66) y 15 como de alto riesgo (16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82) (20) (Tabla 1).

Los VPH 16 y 18 (30) se han relacionado como agentes causales del 70% de los
canceres escamosos de cérvix, junto con el resto de VPH-AR llegan a producir el
99,7% de todos los carcinomas de cérvix (18).

Figura 2. Microscopia electrdnica del VPH.
Fuente: http://ccr.cancer.gov/ National Cancer Institute
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Figura 3. Estructura VPH 16.
Fuente: www.nih.gov/ National Institutes of Health.

Tabla 1. Clasificacidn filogenética y epidemioldgica de los VPH.

Clasificacion filogenética Clasificacion Epidemioldgica
Alto riesgo Bajo riesgo
16, 18, 31, 33, 35, 39,
Alto riesgo 45,51,52, 56, 58, 59, 70
68, 82, 26, 53,66
Bajo riesgo 73 6,11, 40, 42, 43, 44,
54,61, 72,81, CP6108

Fuente: Mufioz N. et al. 2003. N Engl J Med.,; 348(6):518-27. (20).

Las oncoproteinas de los VPH de alto riesgo oncogénico modulan la funcién de
una variedad de proteinas celulares involucradas en el control del ciclo celular y
la replicacion del genoma celular. Durante este proceso los puntos de control
mas importantes son bloqueados funcionalmente por estas oncoproteinas virales.
La expresion continuada de sus oncogenes a través del tiempo puede conferirle
a la célula infectada capacidad fenotipica maligna. Esto explicaria, por tanto, el
riesgo elevado de desarrollar una lesidén neopldsica cervical como resultado de la
infeccidn persistente por VPH AR. Sin embargo, el VPH no es suficiente para causar
el desarrollo de la enfermedad invasora y metastdsica, es necesaria la implicacion de
otros factores de tipo ambiental, relacionados con el virus e inclusive inherentes al
mismo huésped (31).

Las proteinas E6y E7 son las principales oncoproteinas de los VPH. Estas son capaces

de unirse a la p53 y pRb, respectivamente, inhibirlas funcionalmente e inducir su
degradacion rapida por la via de la ubicuitina-proteosoma. Ademas producen la
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expresion de la subunidad catalitica de la enzima telomerasa, denominada TERT
(telomerase reverse transcriptase), la cual promueve lainmortalidad celular (32). Esta
interaccion con células proliferativas, como son las del cuello uterinoy especialmente
las de la zona de la unién escamo-cilindrica que es un epitelio inestable, impiden la
correcta reparacion del ADN, conducen a una inestabilidad gendmica y aumentan la
probabilidad de desarrollar mutaciones especificas, esenciales para la progresion a
cancer invasor. Ademas hay lesiones malignas en las que el virus no estd integrado
en el genoma celular sugiriendo la presencia de mecanismos oncogénicos multiples
(33), (Fig.4).

LAS PROTEINAS ONCOGENICAS
INMORTALIZAN LA CELULA ACTUANDO SOBRE
EL CICLO CELULAR

C)C) gtOgUEO
% p

ﬂ Q:) BLOQUEO
Q} E7-Rb

CROMOSOMA (12p;8q29) |
Figura 4. Oncogénesis por el VPH.
Fuente: Puig-Tintoré LM.,Alba A., et al.(2002). Madrid: Meditex-Sanex. (34).

El ciclo de replicacién del VPH se inicia cuando durante la actividad sexual, se
crean microtraumas del epitelio genital, sobre todo de la zona de transformacidn,
permitiendo la exposicion de las células basales en activa proliferacién a los diferentes
tipos de VPH (31). Se produce la unién entre el receptor de la célula basal con la
proteina de la cdpside viral L1. Los virus localizados en este estrato basal pueden
permanecer en forma extracromosdémica (episomal) no integrados, manteniendo la
replicacion de su ADN en un nimero de copias bajo (35). Si la infeccion adopta un
curso subclinico o latente, es muy probable que se trate de una infeccion por un
tipo viral de bajo riesgo oncogénico que serd dominada por la respuesta rapida de
la inmunidad celular, desapareciendo espontdaneamente sin provocar ninguin tipo de
evidencia clinica ni citoldgica (13).
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Cuando se produce la integracion del ADN viral en el genoma del huésped, la
capacidad de regulacion represora de E1y E2 sobre E6 y E7 se pierde, por lo que pE6
y PE7 se sobreexpresan de forma continuada, lo cual es necesario para los procesos
de proliferacion-inmortalizacién celular (30).

La evolucion del cancer invasivo de cuello uterino es una complicacién rara de
la infeccion viral que ocurre después de un largo periodo de persistencia viral.
El blogueo funcional de la pRb y p53, junto a otros muchos reguladores del ciclo
celular, conducen a la inestabilidad genética por acumulo de aberraciones en los
cromosomas celulares constituyendo el inicio del proceso multifactorial de la
carcinogénesis cervical (27). Al quedar sin efecto el sistema de reparacion de errores
en las secuencias de ADN, la célula precancerosa es incapaz de eliminar el virus y
también se ve imposibilitada para corregir los errores intrinsecos acaecidos. De este
modo va acumulando alteraciones genéticas, a lo que se suma la condicién de que
esta célula no puede “morir”, convirtiéndose en una célula “inmortalizada” con ADN
en progresiva decadencia, un ente neoplasico con capacidad invasora y metastasica
(36) (Fig. 5).
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Figura 5. Mecanismos tedricos de la carcinogénesis cervical por VPH.
Fuente: Bosch FX, et al. (2002). J Clin Pathol. 55(4):244-65. (8).

La inmunidad del huésped estd formada por dos mecanismos bdsicos de defensa:
la inmunidad innata y la adaptativa. La inmunidad innata representa una respuesta
inicial inespecifica frente a la mayoria de patégenos desconocidos o que no han
generado un contacto suficiente como para desencadenar una respuesta adaptativa.
Es la reaccién natural ante cualquier agresion que atrae a fagocitos (neutrofilos,
células dendriticas, macréfagos) y células NK (natural killer). En funcién de la
magnitud del dafio celular, la naturaleza del antigeno y el tipo de respuesta efectora
a inducir, lainmunidad innata activa mediante las células dendriticas los mecanismos
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de inmunidad adaptativa. El sistema adaptativo se caracteriza por la especificidad de
protecciony de memoria, mediada fundamentalmente por linfocitos T o anticuerpos.
Estos suponen la linea de defensa inicial y se produce localmente o acceden a la
zona agredida por el aumento de la permeabilidad capilar, provocada por la reaccion
inflamatoria (35).

La respuesta inmunitaria frente a la infeccién por VPH viene definida por las
peculiares caracteristicas bioldgicas del virus y del entorno en el que se desarrolla
su tropismo. El tracto genital inferior, en especial el epitelio cervical, tiene varias vias
de defensa primaria, por tratarse de un epitelio expuesto a la entrada de multitud de
patogenos. La primera via de defensa la constituye la propia integridad del epitelio,
que favorece la eliminacion de las particulas virales por los procesos normales de
descamacion. Pero hay casos en los que el VPH logra alcanzar las capas basales,
pudiendo ser eliminado a este nivel por mecanismos de inmunidad inespecifica
mediados por elementos como interferén o células NK y asi se evita la entrada de
las particulas virales en la célula (27). La aparicion de una infeccién persistente por
el VPH demuestra que el sistema innato es muchas veces sorteado (37). La ausencia
de esta respuesta inespecifica, que supone la internalizacion de la particula viral
dentro de la célula basal, da lugar a la infeccidén por VPH. Una vez el virus se afinca
en su huésped comenzara una relacién con este que desembocara en la muerte
de la célula infectada, o en la inmortalizacion de esa célula que, en presencia de
condiciones favorables intrinsecas y/o extrinsecas, se podra convertir en una célula
tumoral (38). Los mecanismos que utiliza la célula infectada para protegerse son de
dos tipos bdsicamente: uno dependiente de la propia fisiologia celular y otro de la
inmunidad especifica celular. En ocasiones, cuando una célula infectada comienza
su proceso de replicacién los mecanismos de control del ciclo celular detectan un
ADN extrafio y promueven la muerte celular programada con todo el contenido viral.
Los mecanismos de defensa basados en la inmunidad celular especifica requieren la
identificacion de proteinas virales, que actuaran como antigenos, y el desarrollo de
unarespuesta citotoxica contra las células que lo porten en suinterior. Los VPH de alto
riesgo tienen la cualidad de bloquear ambos mecanismo de defensa. Las proteinas
E6 y E7 de los VPH de alto riesgo pueden unirse y bloquear, respectivamente, las
proteinas p53 y Rb del ciclo celular como se ha comentado anteriormente (32).
La disfuncion que genera este bloqueo se traduce en la incapacidad de la célula
para poner en marcha la apoptosis, con lo que aparecen células inmortalizadas
sin capacidad de defenderse no solo de la infeccion presente sino de los propios
errores genéticos intrinsecos de la replicacién y maduracion celular. La célula queda,
de este modo, en un estado susceptible a la transformacién tumoral (39). Por otro
lado, los VPH de alto riesgo utilizan complejos mecanismos para evadir la respuesta
inmunitaria especifica celular, encargada de eliminar las células infectadas, asi como
la respuesta humoral responsable de proteger frente a nuevos contactos mediante
generacién de anticuerpos y células de memoria. Las caracteristicas del epitelio
cervical hacen que su “excesiva estanqueidad” impida, en muchas ocasiones, la
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presentacidn de las particulas virales en el entorno de los ganglios linfaticos, donde se
genera la respuesta inmunitaria tanto humoral como celular. EI VPH es un auténtico
especialista en la evasiéon del control por el sistema inmunitario (202,203). En los
casos en los que se logra seroconversion, es decir, desarrollar una respuesta humoral
mediada por anticuerpos, los titulos medios observados tras la infeccion natural
pueden ser insuficientes para evitar la reinfeccidén por ese mismo tipo viral, ademas
de ser inutiles para impedir la infeccion por otros genotipos diferentes del VPH (40).

La asociacion observada entre VPH y cancer de cérvix esta entre las mas consistentes
de las identificadas hasta el momento, hay consenso en calificarla como causa
necesaria, pero insuficiente, ya que no todas las infecciones por VPH persisten o
progresan a carcinoma de cérvix (7).

Persistencia, desde el punto de vista clinico, se puede definir como la deteccidon
del mismo tipo viral dos o mas veces en un periodo de tiempo. No hay consenso
respecto al tiempo que es necesario, se ha descrito hasta un afio (13). La presencia
continua de un VPH-AR, es necesaria para el desarrollo, mantenimiento y progresion
de las lesiones preneopldsicas de cérvix a cancer de cérvix (11,41). El tiempo medio
observado hasta la regresion de infecciones prevalentes oscila desde 4-6 meses
hasta 1-2 afios en distintos estudios, dependiendo de las estrategias de seguimiento
y de las definiciones. Aunque el tiempo hasta la regresidn puede variar de un estudio
a otro, casi todos los resultados muestran que en aproximadamente el 90% de las
mujeres se observa regresion de un tipo especifico del VPH después de dos afios de
seguimiento (37).

Respecto al genotipo viral, las infecciones producidas por virus oncogénicos
persisten mds tiempo que los no oncogénicos con un promedio de 13 y 8 meses
respectivamente (17). Sobre todo los tipos VPH 16 y 18 tienen mayor riesgo de
progresion (18) especialmente a partir de los 30 afios (42). La duracion media de
estos dos genotipos tiende a ser mas larga aun, por periodos de entre 16 a 24 meses
(17). En lo que respecta a la progresién de una infeccién producida por los tipos
16 y 18 el porcentaje también es mayor que el observado en otros tipos virales.
Las infecciones por el VPH tipo 16 progresan a CIN Il en un 17,2%, y los VPH 18
lo hacen en un 13,6%, mientras que las infecciones por otros tipos virales de alto
riesgo progresan en un 3% (43). Resultados similares se obtuvieron en el estudio de
Khan (42). Las mujeres negativas para VPH progresan a CIN Ill en un 0,8% (44). La
transmisién también es mayor en el caso de los tipos de alto riesgo, especialmente
el VPH 16.

La utilidad de la medida de |a carga viral como factor prondstico se estd debatiendo,
hay afirmaciones muy dispares en lo que respecta a su valor clinico. Varios estudios
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epidemioldgicos han demostrado una asociacion entre la carga viral y el aumento de
riesgo de cancer de cérvix, como el de Ordi (45), a mayor carga viral > 100 URL mayor
riesgo de progresion a CIN y cancer. En el estudio de Gravitt (46) se observa que sélo
la alta carga viral del VPH tipo 16 predice el desarrollo de una lesién preneoplasica
de alto grado. En el trabajo de Carcopino (47) no se encuentra mayor riesgo de
progresion a una lesién de alto grado. Pero estos estudios resultan insuficientes.
Por lo que la presencia de una baja carga viral no debe considerarse excluyente de
lesion grave. Ademas en las lesiones preneoplasicas leves adquiridas recientemente
también se detecta una alta carga viral y lo mismo ocurre con las verrugas genitales

(6).

La integracion del ADN viral en el ADN del huésped parece ser crucial en la
transformacién maligna (30). Sin embargo, existe un porcentaje de lesiones tumorales
en las que o no se ha demostrado integracion o bien coexisten las formas episomal
e integrada. En el estudio de Hudelist se describe la capacidad del VPH16 de inducir
transformacién maligna sin integrarse (48).

Es discutible si la coinfeccién aumenta el riesgo de progresion o afecta la persistencia
de un tipo viral (37). Las infecciones por multiples tipos virales se han observado
mas frecuentemente en mujeres jévenes (49). En las lesiones CIN | (en citologia) en
el 63,1% de los casos y en el 80,8% de CIN> Il (en citologia) (50) se han detectado
multiples tipos virales. Los VPH mas frecuentes en los diferentes grados de CIN
fueron 16, 31 y 52 (50). En el estudio de Moscicki (37) se observé que el 20-30%
de las mujeres con cualquier grado de patologia cervical presentaban infeccion por
multiples tipos virales. En el estudio de Trottier (51), realizado en 2.462 mujeres
se observa un aumento del riesgo de cadncer cervical en las infecciones multiples,
el cual va aumentando con el nimero de VPH. Este mismo resultado se obtiene
en el estudio de Chaturvedi (52), y Dal Bello (50). Sin embargo en otros muchos
trabajos no se observa esta relacion (8,49,53). La persistencia del ADN del VPH es el
verdadero precursor de las lesiones preneoplasicas cervicales, que es independiente
de la coinfeccién por varios tipos virales (53). Segin Moscicki (37) el cancer cervical
suele ser un evento monoclonal asociado a un solo tipo de VPH, pudiendo estar el
epitelio circundante infectado por otros tipos virales.

1.3. Diagnostico Molecular de la infeccion por VPH

Las técnicas de biologia molecular se emplean para detectar la presencia de VPH,
diagnosticar las lesiones neoplasicas intraepiteliales, y algunas pueden determinar el
genotipoy la carga viral. Se basan en la deteccion especifica de secuencias de ADN del
VPH en el material a estudiar o en la visualizacion de sefiales quimicas amplificadas.

Basicamente estas técnicas consisten en enfrentar el ADN de la muestra a una sonda
cuya secuencia es complementaria de la secuencia de ADN que intentamos detectar.
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Una secuencia de ADN solamente hibrida con otro ADN o ARN si el 100% de las bases
son complementarias a una determinada temperatura.

Los métodos utilizados en el diagndstico molecular del VPH muestran una gran
variabilidad entre ellos en cuanto a sensibilidad y especificidad (54). Los resultados
moleculares dependen de multitud de factores, como son la calidad de la toma, el
tipo de muestra, la forma de conservacién, como se extraiga y purifique el ADN, la
seleccion de la técnica molecular, los reactivos utilizados vy la lectura e interpretacion
de los resultados (55).

El modo de deteccion de estos hibridos, la composicién de las sondas de ADN y
la existencia o no de amplificacion de la sefial marcardn las diferencias entre las
diferentes técnicas.

Existen varios métodos de deteccién de ADN de VPH: captura hibrida, PCR consenso,
PCR especifica, amplificacién enzimatica isotérmica, hibridacion inversa en fase
sélida, amplificacién del ARNm de los oncogenes E6/E7. Los andlisis més utilizados
actualmente son: la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), donde se realiza la
amplificacion de la secuencia y el sistema de captura de hibridos (HC), que produce
la amplificacion de la sefial (56).

Los primeros test aprobados por la FDA (Federal Drug Administration) fueron:

e Captura de hibridos Il (CH-II)
e Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Captura Hibrida (HC 11)

La captura de hibridos Il fue el primer test aprobado por la FDA en el afio 2003.
Estd disponible comercialmente por Digene Corporation (Bethesda-USA). Realiza
la hibridacion del ADN del VPH con sondas ARN especificas, captura el hibrido con
anticuerpos especificos marcados con substancias luminiscentes produciéndose una
sefial amplificada. Contiene 13 sondas para virus de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35,
39,45,51,52,56,58,59y 68)y 5 para virus de bajo riesgo (6, 11, 42, 43 y 44), pero
no permite distinguir entre los diferentes tipos virales ni la presencia de infecciones
multiples. Presenta una sensibilidad cercana a la reaccién en cadena de la polimerasa
(57).

Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Consiste en multiplicar el nimero de copias de un segmento de ADN viral si estd
presente en la muestra. Este proceso, que se conoce como amplificacién, hace que
sea una técnica muy sensible capaz de detectar el ADN del virus, aunque solo se
encuentren unas pocas copias 0 aunque solo estén presentes en una sola célula
entre miles. Ademas se puede utilizar con muestras almacenadas en parafina (58).
Uno de los inconvenientes de la técnica es que detecta pacientes con infecciones
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no progresivas y mujeres con infeccién latente sin alteraciones citoldgicas, cuya
evolucién desconocemos, pero probablemente se resuelvan en gran parte de forma
espontanea. Otro de sus problemas es la elevada posibilidad de contaminacion.

La PCR utiliza pequefias sondas de ADN que se denominan cebadores o “primers”,
los cuales localizan especificamente secuencias de ADN viral. Tras una serie de
reacciones de desnaturalizacion y copia de esa regiéon de ADN se va a producir la
amplificacion en cadena de la region de interés que luego puede ser visualizada por
diferentes técnicas. En este método se combinan por una parte la especificidad de
la unién de los dos “primers” y por otra parte la sensibilidad que resulta del proceso
de amplificacion.

El método mas utilizado es la “PCR consenso”, en la cual se amplifica una regién con
secuencia muy similar entre todos los VPHs para, posteriormente, por métodos de
hibridacién especifica, enzimaticos o de secuenciacién de ADN, realizar el genotipado
especifico del virus. El primer cebador que se popularizd fue el que usa como diana
de amplificacion la regién comun L1, utilizando los “primers” MY09 y MY11. El
amplificado generado es de aproximadamente 450 pares de bases. Después se han
disefiado variantes como PGMY09/11, GP5/GP6 o su variante P5+/GP6+, SPF10...a
menor region para amplificar, mayor es la sensibilidad para detectar la presencia del
VPH (59).

Este Ultimo cebador, el SPF10 amplifica una regién muy pequefia de la regién L1,
de 65 pb, comun a los diferentes VPHs. Esto le confiere una gran sensibilidad
especialmente para ADNs archivados en parafina o muy degradados, por lo que
su uso ha cobrado especial importancia en los estudios retrospectivos (60). Se
realiza la PCR consenso, marcando los productos con biotina durante el proceso de
amplificacion. Los productos obtenidos se hibridan con sondas especificas en placa
o entira. En el caso en el que se utilicen tiras que son de nitrocelulosa, se enfrenta el
producto desnaturalizado previamente en condiciones alcalinas, a una tira reactiva
qgue contiene multiples tipos de ADN viral fijados. Una vez revelado, mediante
colorimetria, se obtiene una distribucidén en bandas que se puede comparar con un
patrdén establecido y asi determinar el tipo o tipos virales presentes. Comercialmente
este sistema esta comercializado por Innogenetics (INNO-LiPA HPV TM) y Roche
Diagnostics (Linear Array Genotyping HPVA Test TM). El SPF10-HPV-INNO-LiPA
es altamente sensible y especifico. En conclusidn, es un método simple, rapido y
facilmente reproducible para detectar y genotipar las infecciones por VPH (61).

Permite la identificacidon simultdnea de 28 genotipos de alto riesgo (16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 69, 73, 82), de probable alto riesgo (26, 53, 66)
y de bajo riesgo (6, 11, 40, 43, 44, 54, 70, 71, 74) y si hay una infeccion multiple.
Ademas presenta mayor sensibilidad para detectar la presencia de infeccion por VPH
comparandolo con otros métodos, ya que el fragmento amplificado es menor, de
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sélo 65 pb. Su sensibilidad es especialmente alta para los tipos 16, 31, 35,45y 52,y
en la deteccion de infecciones multiples en una misma paciente (62).

Si comparamos los dos métodos descritos, la captura de hibridos y la reaccién en
cadena de la polimerasa la concordancia en los resultados para la identificacion del
VPH entre ambos es alta (63, 64). En ambas pruebas la sensibilidad para la deteccién
del VPH es independiente de la edad, alcanzado valores del 90%. Ademas son mas
sensibles que la citologia convencional o la liquida (65). Pero su especificidad en
mujeres jovenes es baja debido a la alta prevalencia de las infecciones transitorias
en estas edades (66).

1.4. Uso de las técnicas de deteccion del ADN del VPH

La deteccion de ADN de VPH de alto riesgo se considera potencialmente Util en tres
aplicaciones clinicas: como prueba de cribado primario, de seleccién de mujeres
con resultados ambiguos o lesiones citoldgicas de naturaleza menor que necesitan
derivarse para diagnodstico y tratamiento, y por Ultimo, como prueba de seguimiento
para mujeres tratadas por lesiones intraepiteliales de alto grado (66).

Hoy en dia disponemos de diferentes guias de actuacion, tanto a nivel mundial,
como de subcontinentes o continentes, segln paises, comunidades... por ejemplo:
la FIGO (Federacién Internacional de Ginecologia y Obstetricia), la FDA (Food and
Drug Administration, Administracion de Medicamentos y Alimentos de los Estados
Unidos), la FLASOG (Federacion LatinoAmericana de Sociedades de Obstetricia y
Ginecologia), la SEGO (Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia), la SOGC (The
Society of Obstetricians and Gynaecologues of Canada), entre otros.

La FDA utiliza las técnicas de deteccion del ADN del VPH:

e enelcribado de mujeres de 30 afios o mayores junto con la citologia.

e en mujeres de cualquier edad con una citologia de ASCUS para
valorar la necesidad de remitirlas a colposcopia.

Las indicaciones de la SEGO son (67):
e test cribado primario (mujeres mayores de 30 afios) junto con la
ctologia.

e si la prueba de VPH da positiva y la citologia normal, emplear el
genotipado vy si el resultado es positivo para 16 o 18 se remiten a
colposcopia.

e mujeres mayores de 21 afios con citologia ASCUS/ AGC.
e mujeres mayores de 50 afios con citologia LSIL.

¢ seguimiento de mujeres con CIN | (por biopsia) seleccionadas tras
colposcopia.
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e control tras tratamiento.

El modo de incorporacidon del test de ADN de VPH en el cribado continua siendo
controvertido a pesar de la multitud de estudios realizados comparando esta técnica
con la citologia (66). La International Agency for Research on Cancer (IARC) ha
confirmado que existe suficiente evidencia sobre la utilidad de la prueba de VPH
para reducir la incidencia y la mortalidad por cancer de cérvix (107). En un estudio
publicado en el 2009 (69), realizado en un pais en desarrollo, la incorporacion del
test de deteccién de ADN VPH en el cribado inicial produjo un impacto significativo
y relevante en la reduccion de la mortalidad por cancer de cérvix escamoso en la
poblacion estudiada.

Envarios estudios se ha demostrado que la deteccién de VPH-AR es significativamente
mas sensible que la citologia cervical para identificar a mujeres con lesiones CIN |l
0 mayores (66,70-71), sobre todo cuando se realiza en mujeres de 30 afios 0 mas
ya que por debajo de esta edad, la mayoria de personas presentan infecciones
transitorias por VPH (72). Respecto a la especificidad, la prueba del VPH es menos
especifica que la citologia para mujeres jovenes, pero a partir de los 30 afios o
mas, las diferencias entre ambas pruebas son minimas al haber desaparecido las
infecciones virales irrelevantes que no llegan a producir cambios citolégicos (73). Por
lo que la utilizacion conjunta de la prueba de VPH y la citologia en el cribado tiene su
justificacién en el elevado valor predictivo negativo (74). Las mujeres negativas para
ambas pruebas tienen un riesgo inferior a 1 entre 1000 de estar afectadas por una
lesién mayor que CIN Il (75).

Respecto al genotipado en mujeres con citologia normal es Util, ya que el tipo 16
de VPH estd vinculado a un 22-26% de riesgo acumulado a 10 afios de sufrir CIN 2
o0 mas, el tipo 18 a un 17-19%, el VPH-31 a un 14,3% y el VPH-33 a un 14,9%, por lo
gue estas mujeres deberian ser remitidas a colposcopia (76). El resto de tipos de VPH
de AR se asocian a un 3% de riesgo, donde se recomendaria repetir la prueba junto
con una citologia a los 12 meses (77) aunque hay estudios que no recomiendan su
genotipado al ser causa de CIN 2-3, pero no de cancer invasor. En las mujeres VPH
negativas el porcentaje tiende a ser cero (42). No se deben utilizar test que detecten
VPH de bajo riesgo, ya que estos no incrementan el riesgo de cancer de cérvix pero
si aumentan el gasto del cribado innecesariamente (78).

Se ha planteado alargar el tiempo en la periodicidad del cribado. Si al inicio es
negativo se puede alargar cada 5-10 afios ya que presenta un alto valor predictivo
negativo (VPN), su interpretacion es mas objetiva y tiene un periodo de proteccion
mas largo comparado con la citologia (69). Ademas es mucho mas efectivo que la
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citologia y la colposcopia en predecir el riesgo de cancer de cérvix y sus precursores
(70). El uso del genotipado del VPH cada vez se esta haciendo mas importante, por la
diferente implicacién de los tipos de VPH en la patogénesis del cancer cervical, para
monitorizar la eficacia de las vacunas y en los estudios de epidemiologia realizados
en todo el mundo (79).

Como desventaja, presenta una menor especificidad sobre todo en las mujeres
jévenes, debido a la alta prevalencia de infecciones transitorias. Ademads las técnicas
desarrolladas hoy en dia Unicamente permiten identificar la presencia de la infeccion
y la carga viral, pero no el grado de persistencia u otros factores oncogénicos, los test
no aportan suficiente informacion en la mayoria de los casos para predecir el riesgo
individual de desarrollar lesiones malignas. Son necesarios implantar programas para
no sobre tratar a las mujeres con resultados positivos para el ADN-VPH, en las que no
se haya demostrado una infeccién persistente. Otras desventajas son la necesidad de
un laboratorio con mayor infraestructura y que la técnica en si es cara (80).

Existe controversia sobre el manejo mas apropiado de las mujeres con un resultado
ambiguo en la citologia (ASCUS) y las que presentan una lesion intraepitelial de bajo
grado (LSIL). Muchas de estas alteraciones citoldgicas desaparecen sin necesidad de
tratamiento, pero algunas de ellas pueden constituir una lesién grave subyacente
o en desarrollo. Para solucionar este problema el Instituto Nacional de Cancer,
Bethesda, inicié el estudio ALTS (ASCUS/LSIL Triage Study) (81,82). ALTS es un estudio
multicéntrico y aleatorio disefiado para evaluar tres métodos alternativos de gestion
en estos casos: realizar una colposcopia inmediata, repetir una citologia a los 6 meses
o hacer el test del ADN del VPH. En la primera opcidn, se remitia directamente a la
mujer a colposcopia, para identificar el tejido anormal, realizacién de biopsia en los
casos necesarios y tratamiento si asi se requeria, es lo que se hace en Estados Unidos.
En la segunda opcidn, se repetia la citologia cada seis meses, si en el seguimiento la
paciente presentaba una alteracion mayor en la citologia o se mantenia la citologia
alterada, se remitian a colposcopia, es lo que se hace en Canada y en varios paises
de Europa. Y en la tercera opcidn, se realizaba el test del ADN del VPH junto con la
citologia. Si el test daba positivo para un VPH oncogénico o la citologia daba alterada,
se remitian a colposcopia (83). Con ello se queria determinar que opcidn era mas
efectiva en la deteccién temprana de una lesion de mayor grado, que técnica era
mds aceptada por las pacientes y cudl era la mds costo-efectiva. Las mujeres que se
incluyeron en el estudio fueron con ASCUS (n=3488) y LSIL (n=1572). Las mujeres en
cada categoria se designaron al azar a uno de los tres brazos del estudio. El periodo
de inclusion fue de noviembre del 1996 a diciembre del 1998, y se controlaron
durante dos afios, concluyéndolo a finales del 2000. El resultado de enfermedad era
el diagndstico histoldgico de CIN 3. Llegaron a la conclusion como otros estudios de
que en el caso de LSIL, la prevalencia del VPH oncogénicos era tan alta, un 83%, que
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las pruebas de ADN del VPH no permitian una seleccion de las pacientes con riesgo
de desarrollar CIN 111 (82, 84). La SEGO recomienda su uso sélo en las mujeres con LSIL
a partir de los 50 afios (67). Otros autores también recomiendan su uso en mujeres
mayores (85). La American Society of Colposcopy and Cervical Pathology (ASCCP)
no recomienda su uso, propone la derivacion a colposcopia y si la colposcopia y/o
biopsia son normales o solo de CIN |, si recomiendan la prueba de deteccién del VPH
transcurridos 12 meses o dos citologias de repeticion tras la citologia inicial de LSIL
(86).

En el caso de las mujeres con ASCUS, el porcentaje de VPH-AR positivas varia entre
39y 48% (84), por lo que su empleo reducia a la mitad el nimero de mujeres con
ASCUS que debian enviarse a realizar una colposcopia (87). El test de ADN-VPH
detectd al 96% de mujeres con ASCUS que tenian una lesion precancerosa. Ademas
si tenemos en cuenta la edad, en las mujeres mayores de 30 afios el valor predictivo
positivo del test ADN-VPH se incrementa, ya que en las jovenes las infecciones por
VPH son muy frecuentes (88). Por el contrario las mujeres con citologia ASCUS pero
VPH-AR negativas podian ser seguidas con repeticién de la citologia sin necesidad de
colposcopia, ya que en ningln caso se detectd una lesién CIN2 o mayor (72). Por lo
que los autores concluyen que el test de ADN-VPH en las mujeres con ASCUS, es mas
sensible e igualmente especifico que repetir la citologia a los 6 meses (89).

En lo que respecta al uso del genotipado del VPH en las mujeres con ASCUS, hay
estudios con resultados dispares. Por ejemplo en varios estudios realizados (90,
91) las mujeres con presencia del VPH tipo 16 presentaban un riesgo acumulado
de desarrollar una lesién >CIN Il mayor que en el resto de los casos, por lo que
recomienda realizar un test que demuestre la presencia del tipo 16 para llevar a cabo
un seguimiento mas agresivo en estos casos. Por otro lado, otro estudio (92) no cree
beneficioso en el caso de ASCUS, la realizacion del genotipado, ya que en las mujeres
que tienen una lesion >CIN 11, con infeccion por VPH se debe en el 50% de los casos
a los tipos VPH 16 0 18, y el otro 50% a otros tipos de alto riesgo. Ademas el riesgo
acumulado de presentar CIN Il o mayor es alto en ambos casos, del 40% para VPH
16 0 18, y del 20% en el resto, por lo que si da positivo se debe remitir en todos los
casos a colposcopia.

El tratamiento de las lesiones intraepiteliales de cérvix como se ha explicado
anteriormente es mediante la conizacién. De estas mujeres tratadas, entre el 5y 35%
van a presentar una recurrencia de la enfermedad (93). Esto se puede deber al fallo
del tratamiento inicial, o por recidiva de la lesién por la persistencia del VPH (94).
Su seguimiento hasta ahora ha sido con citologia y colposcopia. Pero en los ultimos
afios, se ha estudiado el uso del test de VPH para predecir el riesgo de recidiva por
persistencia del virus (95). Se ha visto que un resultado del test negativo en el primer
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control postconizacion tiene un alto valor predictivo negativo, del 97,99%, por lo
que se pueden reducir el nimero de controles colpocitolégicos (95). Ademas si el
resultado es positivo ayuda a identificar al 91% de mujeres con enfermedad residual
o recurrencia de lesiones >CIN Il aun cuando la citologia ha resultado normal (96).
Por tanto junto con la citologia, que presenta mayor especificidad, forman una
buena herramienta en el seguimiento de pacientes intervenidas por lesiones CIN
[1/111, con una sensibilidad y VPN del 100% (97). De esta forma se reduce el nimero
de reconizaciones e histerectomias. La negativizacién del test ADN-VPH, citologia y
colposcopia a los 6 y los 12 meses de la conizacién, permite devolver a la mujer al
programa de cribado (97).

Asi, concluimos que la determinacién del VPH posconizacion es una herramienta
util para el seguimiento de estas mujeres, al disminuir la necesidad de multiples
controles, disminuir la ansiedad de la mujer ante la negativizacién de la citologia y
el VPH, y al aumentar la detecciéon de mujeres con riesgo de recurrencia. Aunque
aun son necesarios mas estudios que comparen el uso del test ADN-VPH, con la
citologia y/o colposcopia con un mayor tiempo de seguimiento en estas pacientes,
para definir el mejor manejo posible.
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO Y OBJETIVOS

Un importante reto para la practica clinica es el manejo de las lesiones CIN I. Como
hemos visto, estas lesiones regresan en una porcion significativa, pero bien es cierto
que un determinado nuimero de ellas constituyen verdaderas lesiones precancerosas.

Desde un punto de vista clinico, seria interesante contar con un marcador que nos
permitiera identificar las lesiones que regresaran espontdneamente de aquellas
destinadas a progresar.

Hay datos para poder pensar que este marcador puede ser la determinacién del
ADN de VHP. Asi, nos planteamos la hipotesis que las lesiones de CIN | asociadas
a virus de alto riesgo, teniendo en cuenta el genotipo, van a tener una evolucion
diferente a las asociadas a virus de bajo riesgo o sin virus.

Si esto es asi, seria posible:

e Mejorar la calidad de atencién de las pacientes en lo que respecta
a este problema.

e Mejorar la calidad de vida de las mujeres que sufren este
problema.

e Reducir costos a los servicios hospitalarios, por atencion del
problemay sus complicaciones.

2.1. Objetivo principal

Determinar si el genotipado del VPH es util clinicamente para conocer la regresion
o necesidad de tratamiento de las lesiones diagnosticadas histolégicamente como
CIN I.

2.2. Objetivos secundarios

Valorar en las lesiones CIN I:

1. Si el hallazgo de ADN de VPH de AR supone un factor prondstico
para determinar su regresidn espontdnea.

2. Sieltipo especifico de VPH ya sea de alto o bajo grado influye en la
regresion espontanea.

3. ldentificar las lesiones CIN | donde la infeccion estd producida por
multiples tipos de VPH vy si afecta en la regresion.

4. Numero de lesiones de CIN | asociadas con VPH 16 o 18
exclusivamente.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Localizacion del estudio

Hemos realizado un estudio de cohortes, longitudinal y retrospectivo para valorar
los resultados clinicos de la evolucién de las lesiones de CIN | diagnosticadas en la
consulta de Patologia Cervical del Complejo Hospitalario Universitario de Albacete
(CHUA).

3.2. Procedimiento en consulta

En el drea de salud de Albacete se realizan citologias dentro del cribado oportunista.
Estas citologias son tomadas en las consultas de ginecologia del hospital o por las
matronas en los centros de salud. Al obtener el resultado de dichas citologias, si estas
estan alteradas (ASCUS, AGUS, LSIL, HSIL,...) se las remite a la consulta de Patologia
Cervical.

En la primera visita que se lleva a cabo en la consulta de Patologia Cervical se
realiza una citologia y una colposcopia con toma de biopsia/s segun los hallazgos
encontrados bajo visién colposcopica. Con los resultados de estas pruebas se realiza
el diagndstico.

Durante el tiempo de estudio, a las pacientes que presentan lesiones de bajo grado
en la biopsia se les propone un control a los 4-6 meses. Si aceptan dicho control,
en la segunda visita se les realiza el estudio de forma similar al primero. Durante el
periodo de seguimiento a las mujeres con lesidn persistente a los 4-6 meses se les
ofrece tratamiento. En los casos en los que regresa la lesion se contintian haciendo
examenes periddicos cada 6 meses los primeros afios y después cada afo. Si la lesion
persiste 0 progresa a mayor grado se tratan.

3.3. Poblacion de estudio

e Se estudian las mujeres a las que se les ha diagnosticado de CIN |
mediante biopsia en su primera visita en la consulta de Patologia
Cervical.

e Serecogen los casos de 12 afios, entre el afio 1995 al 2007 incluidos.

e El disefio del trabajo corresponde a un estudio de cohortes,
longitudinal, restrospectivo.

e El nimero de pacientes estudiadas ha sido 329.

e Pacientes diagnosticadas por biopsia de VPH, CIN | o CIN [-I1.
e No gestantes.
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¢ Inmunocompetentes.
¢ No presenten lesiones vaginales concomitantes.

e Que no tengan dos afios de seguimiento.
¢ No poder acceder a las historias clinicas.
e |Imposibilidad de obtener material de ADN de la biopsia.

e Pacientes tratadas tras realizar la primera biopsia de inicio del
estudio.

Se ha podido estudiar el 82,56% de las pacientes seleccionadas.

3.4. Técnicas diagndsticas: citologia, colposcopia y biopsia

La toma de la citologia se realiza en posicion ginecoldgica, realizamos la triple toma:
muestra vaginal, exocervical y endocervical. Tras la recogida y extension lo fijamos
en el portaobjetos.

A continuacidn realizamos la colposcopia sin retirar el espéculo. Aplicamos el acido
acético para identificar las zonas sospechosas de malignidad “acetoblancas”. El test
de Schiller (captacién de lugol) lo realizamos a continuacién. Tomamos una o varias
biopsias en los casos necesarios bajo vision colposcépica. En las pacientes donde
la imagen atipica penetra en el canal endocervical o en casos de citologias atipicas
o malignas con colposcopias normales y/o uniones escamosocilindricas no visibles,
realizamos un legrado endocervical o toma con cytobrush.

3.5. Recogida de datos

Los datos de las pacientes se recogieron en una ficha donde constaba: el nimero de
historia clinica, nombre y apellidos de la paciente, la edad, la edad del primer coito,
la paridad, si presentaba o no la menopausia, si era fumadora y en qué cantidad, uso
del preservativo, uso de anticonceptivos hormonales en el momento de inclusion en
el estudio, resultado de la citologia previa al inicio del estudio, si presentaba sintomas
y de qué tipo, citologia al inicio del estudio, colposcopia inicial, afectaciéon del cérvix,
fecha 12 biopsia, tipo de biopsia, resultado de la biopsia, genotipos de VPH, tipo de
infeccidn, regresion espontanea, progresion a > CIN Ill, meses hasta la progresion,
tratamiento, meses hasta el tratamiento, tipo de tratamiento y fin del estudio.

Se establecieron medidas para la proteccion de datos de las pacientes, de manera que
los datos de filiacion quedaron ocultos desde el inicio del trabajo. Se les asignd una
clave numérica, quedando la correlacién clave numérica-paciente en un ordenador
protegido con contrasefia.
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Genotipo: variable cualitativa nominal. Genotipo del o de los virus del papiloma
humano que se detectan: 6, 11, 26,...:si/no.

Clasificacion de los genotipos: los genotipos del VPH los clasificamos como AR (alto
riesgo), BR (bajo riesgo), pHR (probable alto riesgo), adicionales y X. Los genotipos
clasificados por Mufioz (Mufioz et al, 2003) como pHR los hemos clasificado dentro
del grupo de los de alto riesgo. Hay otros genotipos que no estan clasificados dentro
de los de alto riesgo ni en los de bajo riesgo, se clasifican como “adicionales”: 69, 71,
74y X. Los VPH X corresponde a aquellas muestras para las que el patrén de bandas
obtenido no pueda asignarse a ningln patrén de genotipo, o aquellas que no tengan
bandas especificas de tipo (1-28), pero tengan como minimo una banda de control
positiva de VPH, por lo que deben clasificarse como VPH positivas, pero de tipo no
identificable (VPH X).

Con la técnica de biologia molecular que hemos utilizado para detectar la presencia
y tipo de VPH pueden aparecer en el informe final de cada muestra virus marcados
entre paréntesis. En estos casos, no podemos saber si el virus estd presente en
la muestra como coinfeccion con otros tipos virales, o no esta pero aparece en
el informe final porque comparte su patréon de bandas de hibridacién con otros
tipos virales y no hay manera de diferenciarlos, ejemplos: VPH18-(VPH39), VPH31-
(VPH52)-(VPH54), VPH33-(VPH52)-(VPH54),...

En el andlisis estadistico comparamos los resultados incluyendo y excluyendo estos
virus sin obtener diferencias, por lo que finalmente los hemos excluido del estudio,
ya que no podemos saber si estan presentes o no.

Tipo de infeccion VPH: variable cualitativa nominal: virus de AR (alto riesgo), BR (bajo
riesgo), valor negativo (no infeccién por VPH), X (presencia de un VPH no reconocido
por las sondas de hibridacién utilizadas), infeccién por multiples virus BR, multiples
virus AR, multiples virus BR y AR.

Vigilancia: variable cualitativa nominal: si/no.

Regresion espontanea: variable cualitativa nominal: si/no. Definida como la
desaparicion de la lesidén sin tratamiento al obtener dos controles negativos
consecutivos, entendiendo como control negativo: citologia normal y colposcopia
normal, o si la colposcopia esta alterada, la citologia y la biopsia son normales.
Persistencia: aquella que no ha regresado espontaneamente ni se ha tratado.

2CIN IlI: variable cualitativa nominal: si/no. Si se produce la aparicion de una lesidn
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grado 3 o mayor durante el seguimiento (diagnostico mediante biopsia).

Tratamiento: variable cualitativa nominal: si/no. Realizacién de tratamiento con
objeto curativo (escisional o destructivo).

3.6. Técnica de biologia molecular

El procesamiento del ADN se realizé en las instalaciones y equipos del laboratorio
de oncologia molecular del CRIB (Centro Regional de Investigaciones Bioéticas)
en la Facultad de Medicina y en la Unidad de la AECC de Investigacion Oncoldgica
Traslacional del Complejo Hospitalario Universitario de Albacete.

El método elegido para el aislamiento, deteccion y genotipado del ADN-VPH
de las muestras del estudio fue la realizacion de la PRC (Reaccién en Cadena de
la Polimerasa) utilizando los cebadores consenso SPF10 realizando el genotipado
mediante la hibridacion reversa en tira (PCR-SPF10/LiPA).

Esquema de los pasos seguidos:
e Corte de los bloques de parafina.
e Extraccion del ADN-VPH de cada muestra del estudio.
e Amplificacién del ADN extraido mediante PCR.
e Hibridacidén reversa del producto amplificado en tira.
e Interpretacién visual del patrén de las sefiales.

El proceso se dividid en dos fases: PrePCR y PostPCR, que se desarrollaron en
laboratorios independientes para evitar posibles contaminaciones.

Material de laboratorio:

e Material general de laboratorio para técnicas de biologia molecular
(tubos para microcentrifuga y de PCR, tampones, micropipetas,
puntas de pipeta, gradillas, cajas de almacenaje de alicuotas,
guantes, hielo picado,...)

e Termociclador (C1000 Thermal Cycler, BIO-RAD)

e Espectrofotémetro (NanoDrop®ND-1000 Spectrophotometer)
e Centrifuga (MiniSpin plus, Eppendorf)

e Vortex (Labnet.Vx 100)

e Bloque incubador (Thermomixer Confort, Eppendorf)

¢ Microtomo (Minot de rotacion)
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e Material de extraccion de DNA

e “Kits” para amplificacion (INNO-LiPA HPV Genotyping Extra Amp,
de Innogenetics, Bélgica) y para la hibridacion (INNO-LiPA HPV
Genotyping Extra, de Innogenetics, Bélgica).

A partir de las historias clinicas de las pacientes se obtuvo el nimero de biopsia
correspondiente. Con estos numeros, se recuperaron los bloques de parafina de
cada caso del archivo de Anatomia Patoldgica.

Corte de los bloques de parafina:

La obtencién del material de bloques de parafina se obtuvo mediante cortes
seriados de 5 um de espesor. Estos cortes se realizaron en un microtomo de rotacién
o tipo Minot. Se utilizdé una cuchilla diferente para cada caso. Para evitar cualquier
posible contaminacién, el microtomo se limpié periédicamente con etanol 962. El
material obtenido se introdujo en microtubos previamente esterilizados de 1,5 mly
debidamente referenciados con el nimero de la biopsia correspondiente.

Extraccion de ADN-VPH:
Para el siguiente paso se utilizd el buffer de extraccién (lisis):

e Tris 50 mM pH8223,25 ul
e Tween 20 0,5% 1,25ul
e EDTA 1mM Ph 8.8 0,5ul
e Proteinasa K(Img/ml)  25ul
Segun el nUmero de muestras que se tenia se calculd la cantidad final de cada reactivo

y se mezcld todo excepto la proteinasa K. De la dilucion obtenida se introdujo en
cada microtubo/muestra 225 pl. Por Ultimo se afiadieron los 25l de proteinasa K.

La mezcla resultante se incubd durante 16 horas como minimo, a 562C en el bloque
incubador (Thermomixer Confort, Eppendorf).

Posteriormente se inactivé la proteinasa K durante 5 minutos a una temperatura de
100¢9C. Se centrifugd a 13.000rpm otros cinco minutos y se recogio el sobrenadante
de cada muestra.

En aquellos casos en los que la muestra presenta mucha parafina se probé a realizar
la extraccion del ADN desparafinando y no desparafinando diferentes cortes de
una misma biopsia, y se comprobd que las concentraciones y calidad del ADN
resultaban muy similares en ambos casos, ya que el kit que se utiliza para la posterior
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amplificacion no necesita desparafinado en el momento de la extraccién del ADN (Kit
INNO-LiPA HPV Genotyping Extra Amp., Innogenetics, Bélgica).

Determinacion de la calidad del ADN extraido:

Una vez extraido el ADN se cuantificd su concentracion por espectrofotometria
(NanoDrop®ND-1000 Spectrophotometer). Se valoré la absorbancia en UV. a
280/260 nm que resulta directamente proporcional a la cantidad de ADN de la
muestra. Para controlar la pureza de la preparacién de ADN se uftilizdé la relacion
A260/A280. Para una muestra pura de ADN, la relacion de absorbancias a 260 y 280
nm es de alrededor el 1,8-2,0. Valores menores de 1,8 indican que la preparacion
estd contaminada con proteinas.

Amplificacion del ADN extraido (PCR-SPF10):

Para realizar la amplificacién se puso como concentracién minima de ADN 13 ul/
ng, que es la concentracion mas baja que comprobamos que permitia realizar la
deteccion de ADN viral y su genotipado. Al realizar la hibridacion con concentraciones
menores ésta resultd fallida. En estos casos se realizd de nuevo la extraccion de ADN.

El siguiente paso consistid en realizar la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
con el fin de amplificar un segmento del ADN viral, de la regién L1, que genera un
producto amplificado de 65 pb. Para ello se utilizd el Kit INNO-LiPA HPV Genotyping
Extra Amp. (Innogenetics, Bélgica) que contiene una mezcla de 10 cebadores
consenso “SPF10”.

En cada reaccion de PCR se incluyd un control positivo proporcionado por la casa
comercial y un control negativo que consistia en 10 pl de agua estéril, con todos los
componentes de la reaccion excepto el ADN viral, para descartar la existencia de una
contaminacion, lo cual invalidaria el estudio.

Los reactivos que incluye el Kit son:

AMP MIX: contiene cebadores biotinilados en tampdn con mezcla de un exceso de
desoxinucledsidos 5’-trifosfatos (ANTP) que contiene deoxiuridina trifosfato (dUTP),
MgCl2 y NaN3 al 0,05% como conservante.

ENZ MIX: contiene polimerasa AmpliTaq Gold y uracil-N-glicosilasa (UNG).

La polimerasa se denomina polimerasa AmpliTag Gold, debe su nombre a la bacteria
Therrnus aguaticus, de la que fue aislada. Es una polimerasa de ADN termoestable.

En cada tubo de PCR se pusieron 40ul de la mezcla Master Mix, que contiene: 37,7ul
AMP MIX + 2,3ul ENZ MIX.
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Se afiadieron 10ul del ADN problema. La concentracion de ADN debia estar entre
100y 200 ng/ul. En los casos en los que era necesario diluirlo se utilizd agua de PCR.

Se afadieron 10ul de control positivo y 10ul de control negativo, al tubo
correspondiente.

Todos estos tubos se colocaron en el termociclador (Fig.6) donde se realizé la
reaccion en cadena de la polimerasa, la cual consiste en:

Desnaturalizacion del ADN doble cadena: la doble hélice de ADN se separa en dos
hebras. Se incuba la muestra a altas temperaturas (93-972C).

Hibridacién: los cebadores se unen a las zonas 3’ complementarias que flanquean el
fragmento que queremos amplificar. Se realiza gracias a la bajada de la temperatura
(50-659C).

Elongaciéon: se produce la sintesis de una cadena sencilla en la direccién 5 >3’
mediante la enzima DNA polimerasa, la cual incorpora los desoxinucledtidos fosfato
presentes en el medio siguiendo la cadena molde.

De esta manera, después de un ciclo de desnaturalizacién, hibridacién y extension
(elongacidén) se producen dos copias exactas biotiniladas de la secuencia molde.
Después de 40 ciclos se obtiene una secuencia diana biotinilada multiamplificada.

Figura 6. Termociclador ( C1000 Thermal Cycler, BIO-RAD).
Fuente: propia.

Protocolo utilizado de amplificacidon:
Descontaminacion - 372C = 10 min (se degrada el ADN que contiene uracil)

¢ Desnaturalizacion—> 942C-> 9 min (inactivacion de UNG y activacion

de la ADN polimerasa)
e Desnaturalizar - 942C— 30 seg
e Alinear cebadores - 52°C —45 seg repeticién 40 ciclos
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e Extender cebadores = 722C —45 seg

e Mantener a—» 722C—>5 min (extension final)

Hibridacion reversa en tiras:

Una vez finalizada la PCR, se realizo la hibridacion del amplificado con el kit de INNO-
LiPA HPV Genotyping Extra (Innogenetics, Bélgica) (Fig. 7) de forma automatizada
utilizando el procesador mecanizado Auto-LiPA (Fig.14). La hibridacién reversa en
fase sdlida sirve para la deteccion y genotipado del VPH.

Figura 7. kit INNO-LiPA HPV Genotyping Extra.
Fuente: propia.

Material y reactivos de la hibridacion:
e 20 tiras/ Kit.

¢ Bandeja (30 canales maximo)
e Auto-LiPA

Solucién desnaturalizante: solucién alcalina EDTA.
Solucién de hibridacion: tampdn SSC con laurilsulfato sédico.
Solucién de lavado astringente: tampdn SSC con SLS.
e Conjugado 100x: estreptavidina marcada con fosfatasa en tampdn
Tris con estabilizadores de proteinas y MIT como conservante.

e Diluyente de conjugado: tampon fosfato con NaClL, Triton®,
estabilizadores de proteinas y MIT como conservante.

e Sustrato BCIP/NBT 100x.

e Tampdn sustrato: tampdn Tris con NaCl, MgCl2 y MIT como
conservante.

e Solucién de lavado 5x: tampon fosfato con NaCl, Triton® y MIT como
conservante.

Este método permite identificar 29 genotipos distintos del virus del papiloma
humano mediante la deteccién de secuencias especificas de la region L1 del genoma
de VPH. De éstos, 10 son virus de bajo riesgo (6, 11, 34, 40, 43, 44, 54, 70, 71), 16
de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,68, 69, 73, 82) y 3 de
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probable alto riesgo (26, 53, 66). Puede determinar también VPHs adicionales: 69/71
y 74 y genotipos no tipificables: X.

Al realizar el analisis estadistico los genotipos de probable alto riesgo se han
considerado como de alto riesgo.

La hibridacién y lavados deben realizarse exactamente a 499C+0.5, que es la
temperatura indicada para evitar resultados FALSOS POSITIVOS (temperatura
inferior) o FALSOS NEGATIVOS o muy débiles (temperatura superior).

Figura 8. Auto-LiPA.
Fuente: propia.

Pasos a seguir en el Auto-Lipa:

Se calienta el bafio a 49°C.

2. Seidentifican tantas tiras como casos a examinar.

3. Se preparan las concentraciones adecuadas de cada reactivo.

4. Seintroducen los reactivos en el sitio que le corresponda del Auto-
LiPA.

5. Se selecciona tantos canales como muestras se tenga (1 canal por
tira).

6. Secoloca 10 pl de solucién de desnaturalizacién en la parte superior
de cadacanalyseagregan 10 ul del producto biotinilado amplificado,
mezclandolo cuidadosamente por pipeteo, varias veces.

Se coloca una tira diferente por canal.

Los pasos siguientes se realizan automaticamente en el Auto-LiPA
en un proceso que dura alrededor de tres horas donde se produce
la hibridacion del producto amplificado en la tira, seguido de varios
lavados astringentes y la adicion del conjugado y sustrato, dando
lugar al desarrollo de diferentes bandas moradas en cada tira seguin
el resultado de la genotipificacién.

9. Por Ultimo se extraen las tiras que se deben secar (Fig. 9).

37



Genotipado del virus del papiloma humano en CIN |
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Figura 9. Bandeja y tiras de hibridacidn.
Fuente: propia.

Los resultados se interpretan o bien con la plantilla de referencia (Fig. 10) o bien por
escaner. Se comprobd que los resultados eran idénticos por lo que de forma rutinaria
se utilizé para la lectura de los resultados el escaner.

INNO-LIPA HPV Genotyping Extra
1"”‘"’9\, NETICS® Interpretation Chart

HPV genotypes
Probe#l & 1| 1B B[ 3 = B[ H[E[ B[] wﬁav SIS [ 58| 5| 58 | 58 | €0 ] 66| 68 [ean o] 70 ] 70 72 7] & [ propow
x| R[rr[HR | FR[prR| m= | HR|FR|HR|LR| LR | LR | HR | HR| AR | AR [peR|onR| LR | #R | AR | HR | HR | HR | HR|pHR| HR 7| LR | HR HR
7 X T
2 X 2
3 X El
4 X 4
5 X
5 X
T X
8 X X X[ X
El X X X 9
10 (X)X 4
11 X 11
1 X [ X X X X 12
13 X 13
12 X 12
A5 X 15
XX
X
X X X X X X[ X[ XX
X[ X
X X
X X X
X[ X[ XX
X
X
X X X[ X
X | X
X
28 X 2
75, 53 and 6F are considered probable Hign-Tsk (pHR) genolypes according 1o Muncz et &l 1 Engl J s SAESTE LT
488, 71 and T4 are not classified as high-risk, probable high-risk or low risk genotypes according to Munoz et a. N Engl J Med 2003,348:518.27.

“+ - probeline 10 may show weak reactiity when probelines 8 and 3 are positive; in this case the sample should be interpreted as genotype 31

27279 V2
2008-04-03

©2008 Innogenetics pir

38



C. Cortés Alaguero

Marker line
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HPY control 1
HPV contiol 2
1-HPV &
2-HPV 11

5-HPV 18
6- HPV 31/40/58
7- HPV ¢"31133/54
8-HPV ¢*33
9-HPV 35
10-HPY 39
11 - HPV 40
12- HPV 42
13-HPY 43
14-HPY 44
15-HPW 45
16- HPV §1
17-HPY §2
18-HPY 83
19- HPYV 56/T4
20- HPV c"5658
21-HPV ¢"58
22-HPV 59

24 - HPV 6804570
25- HPV ¢"BBHAMI
26- HPV 70

Figura 10. Plantilla con la posicidon de las diferentes sondas de oligonucledtidos que
corresponden a un genotipo viral en la tira de hibridacion reversa. Esta plantilla se coloca
sobre cada tira para conocer el genotipo.

Fuente: Innogenetics, Bélgica.

Para la interpretacion de los resultados se tuvieron en cuenta las siguientes
instrucciones:

e La primera banda es la linea del Control del Conjugado
(inmediatamente después de la linea de marcaje roja). Esta linea
controla la adicién de reactivo de conjugado vy la solucién substrato
durante el procedimiento de hibridacién. Debe ser siempre positiva
y debe tener aproximadamente la misma intensidad en cada tira
durante el mismo ensayo.

e La segunda banda es una banda de control de ADN humano. Se
afiaden los cebadores que amplifican un fragmento del gen humano
HLA-DPB1 al kit de amplificacién de VPH para controlar la calidad de
la muestra y la eficacia de la extraccién.

¢ El control positivo contiene VPH 6 y HLA-DPB1.

e Una muestra se considera VPH positiva si por lo menos una de las
bandas para tipos especificos o una de las bandas de control de
VPH es positiva, independientemente de la intensidad de color de
la bandas.

e Las muestras para las cuales se ha obtenido un patrén de bandas
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diferente a los especificados o que no han mostrado ninguna banda
especifica (bandas 1 a 26) pero si han mostrado al menos una de
las bandas de control de VPH positiva, se consideraron VPH positivo
pero no tipificable: VPH X.

3.7. Recogida y analisis estadistico de los datos

Se han establecido medidas encaminadas a la proteccién de datos de los pacientes,
de manera que, una vez iniciado el trabajo, los datos de filiacidon quedaron ocultos. A
los pacientes se les asigné una clave numeérica que ha sido la que se ha utilizado para
la investigacion y la correlacion clave numérica- paciente quedando en un ordenador
protegido con contrasefia.

Una vez extraidos los datos de la historia, se introducen en una base de datos de
Excel diseflada con este propdsito.

Para el analisis estadistico de los datos se utilizd el programa Statistical Package
Science v. 120 (SPSS 12.0 for Windows) con el calculo de valores estadisticos
descriptivos.

La asociacion entre las variables nominales se ha realizado mediante el disefio de
tablas de contingencia, utilizando el test de lax2 y cuando no se cumplian los criterios
para su uso, la prueba exacta de Fisher. Para analizar las variables cuantitativas con las
nominales, se emplea la prueba de Kruskal-Wallis. Tras estudiar la relacion existente
entre las variables iniciales, realizamos un analisis multivariante mediante regresion
logistica no condicional con las variables que en el andlisis univariante demuestren
alguna relacién. Se calculan las OR. Para el estudio estadistico de los casos en que el
tiempo de estudio se contempla, se usa el andlisis de supervivencia de Kaplan Meier.

Se define como evento terminal el diagndstico de lesion de CIN 11l o la necesidad de
tratamiento. La duracién del tiempo de control se establece como el tiempo que
trascurre entre el momento del inicio del estudio y el momento del diagndstico del
evento terminal. En los casos en que no se produce el evento terminal, se considera
el final de seguimiento como el Ultimo control que se dispone de la paciente o
trascurridos cinco afios.

Se calcula el intervalo de confianza al 95%.
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4. RESULTADOS

4.1. Descripcion de la poblacion

Las pacientes que han sido objeto del presente estudio tenian unas edades
comprendidas entre los 18 y los 60 afios, con una edad media de 34,6 afios (%
8,5) y una mediana de 34 afios. De las 232 mujeres estudiadas sdélo 15 (6,5%) eran
menopdusicas.

Respecto a la edad de inicio de las relaciones sexuales vario entre los 14 y los 35 afios.
La mayoria de mujeres (177; 76,3%) iniciaron sus relaciones sexuales con una edad
igual o superior a los 18 afios. Ciento cuarenta (60,3%) mujeres tenian al menos un
parto.

El habito tabdquico estaba presente en 138 (59,5%) mujeres, de las cuales 67 (28,9%)
fumaban en una cantidad igual o menor a 10 cigarrillos al dia; 55 (23,7%) entre 10 y
20 cigarrillos al dia; y 16 (6,9%) mas de 20 cigarrillos al dia.

Respecto al método de planificacion familiar utilizado en el momento de inicio del
estudio, el que se empleaba con mas frecuencia era el preservativo, por 88 (37,9%)
mujeres. El segundo mas utilizado fueron los métodos de anticoncepcién hormonal,
en 47 (20,2%) pacientes. En 30 (12,9%) casos se habian realizado un método
quirurgico de planificacién familiar, de éstos, en 19 (8,2%) casos sus parejas tenian
hecha la vasectomiay en 11 (4,7%) casos ellas se habian realizado la ligadura tubarica
bilateral. El DIU (dispositivo intrauterino) era utilizado por 19 (8,2%) mujeres. No
utilizaban ningin método de planificacion familiar 36 (15,5%) mujeres y en 8 (3,4%)
casos no tenian relaciones sexuales.

Casi la totalidad de las pacientes, 218 (94%), se encontraban asintomaticas en el
momento de inicio del estudio; sélo en 10 casos (4,3%) presentaban sintomas de
vaginitis, en 3 casos (1,3%) coitorragiay en un caso (0,4%) sangrado postmenopausico.
La mayoria de las pacientes, 218 (94%), consultaron por alteracién citoldgica, en 10
(4,3%) casos consultaron tanto por alteracion en la citologia como por sintomas de
vaginitisy en 4 (1,7%) casos solo por sintomatologia, de éstos 3 (1,3%) por coitorragia
y un (0,4%) caso por sangrado postmenopdusico.

4.2. Genotipado del VPH

Se identificd infeccidon por VPH en 224 pacientes (96,6%), sélo en 8 (3,4%) no se
encontrd ningun tipo viral (Fig. 11).

Hay que destacar que de estas 224 mujeres que presentaban infeccién por VPH, en
212 casos (91,4%) aparecia uno o varios virus de alto riesgo. Los virus de bajo riesgo
aparecian en menor porcentaje, solo en 68 casos (29,3%) (Fig.12).
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En 99 mujeres (42,6%) la infeccion era producida por un Unico tipo viral. En 87
mujeres (37,5%) la infeccion era producida por un Unico tipo de virus de alto riesgo.
En 8 mujeres (3,4%) la infeccion era producida por un Unico virus de bajo riesgo. En
4 mujeres (1,7%) la infeccion era producida por la presencia de un sélo virus de tipo
adicional (69/71, 74) o no reconocido (VPH X). En 125 mujeres (53,9%) la infeccion
estaba producida por multiples tipos virales tanto de alto riesgo como de bajo riesgo.
Destacando que siempre que se encontrd una infeccion de este tipo habia uno o
varios virus de alto grado, independientemente de que hubiera virus de bajo riesgo
(Fig. 13).
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Figura 11. Porcentaje de VPH presente en las muestras.
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Figura 12. Porcentaje de VPH de ARy BR presentes en las muestras.
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Figura 13. Esquema del porcentaje de VPH identificados en las muestras.
En 81 (34,9%) mujeres se identificaron dos tipos virales, en 25 mujeres (10,8%) 3

tipos virales, en 11 (4,7%) cuatro tipos virales, en 6 (2,6%) cinco tipos virales, en 1
(0,4%) siete tipos virales y en 1 (0,4%) ocho tipos virales (Fig. 14).

45
40
35
30 —
25 —
20 1
15 —

10 —

5  —

o 1o I FIV,D'D'
4 5

o 1 2 3

OPorcentajede n2 de VPH
indentificad os por pacie nte

6 7 8
Figura 14. Porcentaje de VPH identificados por paciente.
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Los tipos de VPH de alto riesgo mas frecuentes fueron VPH 16, VPH 51 y VPH 53
(Tabla 2).

En 99 mujeres (42,7%) encontramos infeccién por el VPH tipo 16. De éstas, en 36
mujeres (15,5%) la infeccién estaba producida soélo por este virus. En el caso del virus
tipo 18, lo encontramos en 26 mujeres (11,2%), pero produciendo la infeccién como
Unico virus sélo se identificd en 5 mujeres (2,2%). En 12 mujeres (0,5%) se identificd
infeccién por ambos virus 16 y 18. El tipo 45 sélo se ha identificado en 2 mujeres
(0,9%), siempre junto con otros tipos virales. En 99 mujeres (42,6%) la infeccion fue
producida por virus de alto riesgo, pero ninguno de ellos era ni 16 ni 18 (Fig. 15).

Tabla 2. Porcentaje de virus de alto riesgo.

Tipo de virus de alto riesgo n pacientes Porcentaje
16 99 42,7%
51 46 19,8%
53 44 19%
31 32 13,8%
18 26 11,2%
33 18 7,8%
58 17 7,3%
52 15 6,5%
39 14 6%
66 12 5,2%
56 11 4,7%
68 11 4,7%
35 5 2,2%
82 4 1,7%
45 2 0,9%
26 1 0,4%
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Figura 15. Porcentaje de VPH implicados en la infeccién, diferenciando VPH 16 y 18, de
otros virus de AR, BR y ausencia de VPH.

Los tipos de VPH de bajo riesgo mas frecuentes detectados fueron VPH 6 y el VPH
11 (Tabla 3y 4).

Tabla 3. Porcentaje de virus de BR mas frecuentes.

Tipo VPH de BR n pacientes Porcentaje
11 22 9,5%
6 5 2,2%
44 4 1,7%
54 4 1,7%
70 3 1,3%

Tabla 4. Porcentaje de virus adicionales.

Tipo VPH adicionales n pacientes Porcentaje
X (desconocido) 11 4,7%
69/71 6 2,6%
74 2 0,9

Por lo que el VPH mas frecuente teniendo en cuenta todos los tipos de virus, fueron
los genotipos 16, 51 y 53, todos de alto riesgo (Fig. 16).
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Figura 16. Porcentaje de genotipos mas frecuentes.

No se detectd en ningun caso los tipos de VPH de alto riesgo 34y 73 y de bajo riesgo
40, 42, 43,57, 61, 72, 81 y 83. Alo largo de los 12 afios estudiados, no se observé
diferencias en el porcentaje de la mayoria de virus encontrados, a excepcién de los
tipos 45y 82, ambos de alto riesgo. El 82 empezd a detectarse a partir del 2001 vy el
45 en el 2006.

No observamos diferencias en cuanto al nimero de virus y la edad de las pacientes.
Ni observamos mas infecciones multiples en las mujeres jovenes, al contrario de lo
que se podria esperar. El mayor nimero de virus identificado fue en una mujer de 49
afios, donde se observaron 8 tipos virales (31, 51, 52, 53, 54, 66, 74 y 82).

En las mujeres menopausicas (n=15) en 3 no se identificd VPH. En dos mujeres sélo
se detectd un tipo viral, y en el resto, 10 (67%), casos la infeccion estaba producida
por multiples tipos virales. Los virus mas frecuentemente detectados fueron el 16 en
5(33,3%) casos, el 31 en 4 (26,7%) casos y el 33 (20%) en 3 casos.

Cuando en la colposcopia observamos cambios compatibles con una lesidon de alto
grado, todos los virus identificados fueron de alto riesgo. En el resto de colposcopias,
el porcentaje de virus de alto grado también fue, entre el 84 y 92%, por lo que no
encontramos diferencias (p=0,59).

No encontramos diferencias en los tipos de virus en cuanto a la afectacion cervical
(p=0,5).
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Tampoco encontramos diferencias en los tipos de virus en cuanto al resultado de la
citologia (p=0,55).
4.3. Regresion de CIN I en funcion del tipo de VPH

Se produjo la regresién espontanea de la lesidon segun los criterios descritos
anteriormente en 125 casos (53,9%).

Se produjo mayor regresion en las lesiones donde no identificamos VPH o en los
que aparecieron VPH adicionales, en el resto la regresién fue menor, aunque esta

diferencia no fue estadisticamente significativa (Tabla 5).

Tabla 5. Relacion entre la regresion vy los diferentes tipos de VPH.

Tipo VPH Regresion espontanea
Si No
AR 112 (52,8%) 100 (47,2%)
BR 4 (50%) 4 (50%)
Adicionales, X 3(75%) 1(25%)
VPH- 6 (75%) 2 (25%)
p=0,513
AR: alto riesgo
BR: bajo riesgo
X: genotipo desconocido

En la tabla 6 observamos el porcentaje de CIN | que regresaron en relaciéon con
el tipo de VPH en las lesiones producidas por un Unico tipo viral. Si analizamos
la presencia o no de virus de alto riesgo tampoco encontramos diferencias
estadisticamente significativas [p=0,397; OR=0,7 (IC 95%: 0,2-1,7)]. Si realizamos el
analisis diferenciando la presencia de un solo tipo de virus de AR, varios o ninguno
tampoco encontramos diferencias en la regresion de las lesiones (p=0,696).

Tabla 6. Porcentaje de CIN | que regresa en relacion con el tipo de VPH en las lesiones

producidas por un Unico tipo viral.

Regresion
Genotipo VPH n pacientes %
6 2 50%
11 5 60%
16 36 51%
18 5 60%
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31 13 69%
33 6 17%
51 18 61%
53 8 62%

Respecto a los virus de BR, tampoco hubo diferencia en cuanto a la regresion,
[p=0,981; OR=1(IC95%:0,5-2)]. El mismo resultado obtuvimos en el caso de que en
el andlisis diferencidramos la presencia de un Unico virus de BR, varios o ninguno.

Si realizamos el analisis estadistico diferenciando las infecciones en las que no se
detectan virus, de las producidas por virus de BR, desconocidos, de AR 16, 18 u otros,

tampoco obtenemos significacion estadistica (Tabla 7).

Tabla 7. Regresion espontdnea de CIN | segun los diferentes tipos virales.

Tipo de virus n total regresion % OR
Sin virus 8 6 75% 1 (ref)
BR,X, adicionales 12 7 58,3% 0,5 (0,06-3,3)
16 38 20 52,6% 0,4 (0,06-2,1)
16 + AR 49 22 44,9% 0,3 (0,05-1,5)
18 5 3 60% 0,5 (0,04-5,5)
18+AR 9 5 55,6% 0,4 (0,05-3,3)
16+18 12 8 66,7% 0,7 (0,09-4,9)
AR no 16 o0 18 99 54 54,5% 0,4 (0,07-2,1)
p=0,775
BR: bajo riesgo, X: genotipo desconocido, AR: alto riesgo, OR: Odds ratio

Si sélo tenemos en cuenta los virus de alto riesgo, tampoco se encuentra ninguna
significacion estadistica (Tabla 8).

Tabla 8. Regresion espontanea de CIN | segun los tipos virales de AR (1).

Tipo de virus n total n regresion % OR
16 38 20 52,6% 1 (ref)
16 + AR 49 22 44,9% 0,7 (0,3-1,7)
18 5 3 60% 1,3 (0,2-9)
18+AR 9 5 55,6% 1,1(0,3-4,8)
16+18 12 8 66,7% 1,8 (0,5-7)
ARnNno 16 0 18 99 54 54,5% 1,1(0,5-2,3)

p=0,79

AR: alto riesgo
OR: Odds ratio
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Siagrupamos por una parte las infecciones producidas por el virus 16 con o sin otros
virus, el 18 con o sin otrosvirus, el 16 y 18 juntos, y otros virus de alto riesgo diferentes
al 16 o al 18, tampoco encontramos ninguna significacién estadistica (Tabla 9).

Tabla 9. Regresion espontdnea de CIN | segln los tipos virales de AR (l1).

Tipo de virus n total n regresion % OR
16 +/- otros virus 87 42 48,3% 1 (ref.)
18 +/- otros virus 14 8 57,1% 1,4 (0,4-4,5)
16+18 12 8 66,7% 2,1(0,6-7,6)
AR sin 16 0 18 99 54 54,5% 1,3(0,7-2,3)
p=0,6
AR: alto riesgo, OR: Odds ratio

Si agrupamos las infecciones producidas por los virus 16 y/o 18 con o sin otros
virus frente a las infecciones producidas por otros virus de alto riesgo, tampoco
encontramos diferencias estadisticamente significativas (Tabla10).

Tabla 10. Regresién espontanea de CIN | diferenciando las infecciones producidas por los
virus 16 y/o 18 y el resto de virus alto riesgo.

Tipo de virus n total n regresion % OR
16 y/o 18+/- virus 113 58 51,3% 1 (ref)
AR no 16 ni 18 99 54 54,5% 1,1 (0,7-1,9)
p=0,64
AR: alto riesgo, OR: Odds ratio

4.4. Deteccion CIN III

En todas las lesiones que detectamos CIN Il dio positivo el analisis para el virus
del papiloma humano. No encontramos diferencias estadisticamente significativas,
posiblemente por el pequefio nimero de la muestra (Tabla 11).

Tabla 11. Relacion entre deteccion de CIN 1l y presencia de VPH.

VPH Deteccion de CIN 11
No Si
No 8 (100%) 0 (0%)
Si 210 (93,8%) 14 (6,3%)
p=0,68

Ademas en todos los casos que detectamos CIN Ill, se identificaron virus de alto
riesgo, en concreto los tipos: 16, 18, 31, 33, 39, 51 y 58.
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Si realizamos el analisis diferenciando la presencia de un solo tipo de virus de AR,
varios o ninguno, no encontramos diferencias en deteccidon de las lesiones CIN Il
(p=0,768). Si diferenciamos las lesiones producidas por el virus tipo 16 solo o junto
con otros virus de alto riesgo, el 18 solo o junto con otros virus de alto riesgo, el 16
y 18 juntos y otros virus de alto riesgo excluyendo el 16 y 18, tampoco obtuvimos
diferencias estadisticamente significativas (Tabla 12).

Tabla 12. Deteccion de CIN Il segun los diferentes genotipos virales de AR (I).

Tipo de virus Deteccion de CIN I
No Si
16 35 (92,1%) 3(7,9%)
16 + AR 44 (89,8%) 5 (10,2%)
18 5 (100%) 0 (0%)
18+AR 8 (88,9%) 1(11,1%)
16+18 11 (91,7%) 1(8,3%)
ARNno 16018 95 (96%) 4 (4%)
p= 0,509
AR: alto riesgo

Siagrupamos por una parte las infecciones producidas por el virus 16 con o sin otros
virus, el 18 con o sin otros virus, el 16 y 18, y otros virus de alto riesgo diferentes al 16
0 18, tampoco encontramos ninguna significacion estadistica (p=0,396) (Tabla 13).

Tabla 13. Deteccion de CIN Il segln los diferentes tipos virales de AR (I1).

Tipo de virus Deteccion de CIN Il
No Si
16 +/- otros virus 79 (90,8%) 8(9,2%)
18 +/- otros virus 13 (92,9%) 1(7,1%)
16+18 11 (91,7%) 1(8,3%)
AR sin 16 0 18 95 (96%) 4 (4%)
p=0,386

Si agrupamos las infecciones producidas por los virus 16 y/o 18 con o sin otros
virus frente a las infecciones producidas por otros virus de alto riesgo, tampoco
encontramos diferencias estadisticamente significativas (p=0,16) (Tabla 14).
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Tabla 14. Deteccién de CIN Il diferenciando las infecciones producidas por los virus 16 y/o
18 y el resto de virus AR.

Tipo de virus Deteccion de CIN Il
No Si
16 y/o 18 103 (91,2%) 10 (8,8%)
AR Nno 16 ni 18 95 (96%) 4 (4%)
p=0,16

4.5. Tratamiento de las lesiones

Se realizd tratamiento a 109 (46,9%) mujeres, de éstas se realizd una técnica de tipo
destructivo en 59 casos (25,4%) y escisional en 50 (21,5%).

No encontramos diferencias en cuanto a la necesidad de tratamiento segun el tipo
de VPH utilizando la curva de supervivencia de Kaplan-Meier (Fig. 17).
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Figura 17. Necesidad de tratamiento segun el tipo de VPH.

La mayoria de CIN Il se diagnosticé al inicio del estudio, por lo que el mayor nimero
de mujeres tratadas se concentra en los primeros meses de seguimiento.
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5. DISCUSION

5.1. Genotipo viral y regresion de la lesion

El conocimiento del potencial carcinogénico individual de los diferentes tipos virales
permanece limitado. Segln nuestros resultados las lesiones producidas por virus de
alto riesgo regresan en el 52,8% (p=0,513). En las lesiones donde hemos detectado
infeccion por el VPH tipo 16 con o sin otros virus de bajo riesgo, se produce la
regresion en el 52,6%. Cuando detectamos VPH tipo 18 regresan en el 60%, en
los casos que estan presentes el virus 16 y 18 regresan en el 66,7% y cuando hay
infeccion por un virus de alto riesgo diferente al 16 o 18 la regresion es del 54,5%
(p=0,775). Si analizamos las lesiones producidas por el VPH 16 y el 18 regresan en
porcentaje similar a las causadas por los otros tipos virales de alto riesgo, 51,3%
frente a 54,5% respectivamente (p=0,64). Por lo tanto parece que el genotipado de
los VPH 16y 18 no es Util para pronosticar una menor regresién, aunque la precision
de estos porcentajes estd limitada por el pequefio nimero de la muestra.

Si analizamos los otros tipos virales, cuando aparecen de forma aislada, obtenemos
para el VPH 51 una regresion del 61%, para el VPH 53 un 62%, para el VPH 31 un 69%
y para el VPH 33 un 17%. En caso de las infecciones por VPH 33 no podemos afirmar
que la regresion sea menor porque el nimero de casos es reducido.

Cuando no se detecta virus, la regresion es del 75%; si el virus es de bajo riesgo
regresan en la mitad de los casos y si es un virus adicional o desconocido en el
58,3%. Pero estos datos no resultan estadisticamente significativos (p=0,513),
probablemente por la escasa muestra. Creemos que dado que la citologia con VPH
negativo se considera un falso positivo de la citologfa, se podria decir que CIN | en
biopsia con VPH negativo puede ser una sobre interpretacion de la biopsia.

A. Bais et al. (98)irrespective of their HPV status, were monitored at 12 months;
women with a high-grade lesion were monitored at 6 and 12 months. Fifty-one of
the 105 women (49% estudiaron el riesgo que presentaban las mujeres con citologia
repetida de LIEBG de progresar a una lesion de alto grado cuando la prueba para el
VPH daba negativa. Para ello realizaron el seguimiento de mujeres controladas por
LIEBG en varios hospitales alemanes de 1999 a 2003. Incluyeron un total de 105
pacientes a quienes realizaron una colposcopia con biopsia y toma de muestra para
analizar el ADN viral con la técnica de PCR y los cebadores GP5+/GP6+. Excluyeron a
las mujeres que no entendian el idioma, a las embarazadas, a las menores de 30 afios,
a las mayores de 60 y a las que presentaban un linfoma no Hodgkin. Observaron
un 49% de mujeres con VPH negativo; de éstas, 27 con biopsia negativa, y 23 con
biopsia de CIN | no progresando en ningln caso a una lesién de alto grado. Por ello
concluyeron que estas mujeres debian volver al cribado poblacional.
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Respecto al genotipado de las lesiones de bajo grado hay pocos estudios que analicen
la influencia del tipo viral detectado y la regresion de la lesién. La mayoria de ellos
examinan los factores que influyen en la progresion de las lesiones de alto grado.

Una de estas pocas investigaciones corresponde al trabajo de Matsumoto (99).
Se trata de un estudio multicéntrico de cohortes prospectivo. Incluye 905 mujeres
controladas entre los afios 1999 y 2007 por el grupo Japan HPV and Cervical Cancer
(JHACC). Dicho grupo analizé mujeres procedentes de nueve hospitales remitidas por
citologias con lesién intraepitelial de bajo grado. A estas pacientes se les realizé una
nueva citologia, colposcopia y toma de biopsia. Los criterios de inclusion seguidos
exigian que tuvieran una citologia con LIEBG evidente y una biopsia de CIN | o Il, una
edad comprendida entre los 18 y 54 afios y ser la primera vez que se les diagnosticaba
una infeccion a nivel cervical. Los criterios de exclusion se aplicaron a mujeres que al
revisar la citologia dieran ASCUS o LIEAG; que la biopsia no confirmara un CIN |, Il y
aquellas con menos de dos visitas. Incluyeron 540 mujeres y les aplicaron controles
cada 3-4 meses con citologia y colposcopia. Al inicio del estudio se tomd a todas las
mujeres una muestra para la deteccion del VPH, se realizé una PCR utilizando los
cebadores L1C1/L1C2+L1C2M y MY09/MY11. Concluyeron que la probabilidad de
regresion en los dos afios siguientes al comienzo del estudio para CIN | era del 64%
en global; este porcentaje aumentaba al 75% para las infecciones con virus de bajo
riesgo o VPH ADN negativas y disminuia al 59% con la presencia de virus de alto riesgo,
siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p=0,001). Si diferencian las
lesiones donde detectan el tipo VPH 16 la regresién es del 65% (p=0,03), para el
tipo VPH 18 es del 70,1% (p=0.11), para los tipos VPH 16 y 18 juntos del 65,9% (p=
0,01), para VPH 31 es del 50% (p=0,25), para VPH 33 es del 35,7% (p=0,02), para
VPH 51 es del 55,1% (p=0,04) y para virus de alto riesgo sin 16 ni 18 es del 57,3%
(p=0,001). En el caso de virus indeterminados es del 83,4% (p=0,82). Si observan el
riesgo que presentan las mujeres de progresar a CIN lll durante los 5 afios siguientes
con la presencia de alguno de los siguientes VPH: 16, 18, 31, 33, 35,52 y 58 es de un
20,5%; para otros VPH de alto riesgo es de un 6%y para VPH negativo es de un 1,7%
(p=0,0001). Concluye que el genotipado de los tipos virales: 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52
y 58, y no por separado del tipo 16 0 18, en las mujeres con LIEBG/CIN I-2 es (ftil, ya
gue las mujeres con infeccidon por uno de estos tipos virales presentan mayor riesgo
de progresar a CIN Il en los 5 afos ulteriores. Si comparamos estos porcentajes
de regresion con los nuestros resultan similares. Sin embargo en nuestro estudio
no encontramos significacion estadistica; lo que puede deberse a que el nimero
de casos es menor que en su investigacion. Los porcentajes de progresién no los
podemos comparar ya que en nuestro estudio no controlamos las lesiones durante 5
afos, si éstas no regresan en un periodo de tiempo menor se tratan.

En el estudio de Brisson (100) se investigan las similitudes entre los factores que

afectan a las lesiones de alto grado con las de bajo grado. Incluyen 612 controles y
cuatro grupos de casos, todos ellos estudiados con colposcopia y biopsia. El primer
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grupo lo forman 548 mujeres con un CIN Il o lll; el segundo consta de 338 casos de CIN
I, el tercero abarca 225 mujeres con signos de infeccion por VPH y el dltimo incluye
6 pacientes con cancer invasor de cérvix. Los afios de estudio fueron 1988 y 1989.
Respecto a la presencia de VPH tipo 16 en las lesiones de bajo grado encontraron un
aumento escaso del riesgo relativo (RR=1,6; p=0,051), sin embargo en las lesiones de
alto riesgo fue del 8.7, siendo estadisticamente significativo (p<0,0001).

En el estudio de Dal Bello (50) no se encontré mayor riesgo de progresién en las
mujeres infectadas por VPH tipo 16 y/o 18 comparadas con las infectadas por otros
tipos virales de AR. Para el tipo viral 16 se obtuvo una OR de 8.89 (4.49-17.58) y para
el tipo viral 31 una OR de 17.13 (5.78-50.79).

Sin embargo, hay otros estudios que si describen un mayor riesgo. Asi, en el
metaanalisis de Clifford (43) se obtuvo como resultado que las mujeres con LIEBG en
citologia y ADN-VPH positivo para el tipo 16 o el 18 tenian mayor riesgo de progresar
a un carcinoma escamoso. Se llegd a esta idea porque en el 70% de los carcinomas
se detectaron dichos virus, pero no porque los estudios demostrasen una mayor
progresion de las lesiones con la presencia de estos virus.

A esta misma conclusion llegd la investigaciéon de Castle (101) que encontrd tres
veces mas riesgo de progresar a CIN lll en las mujeres con CIN | en histologia y VPH
16 positivo (22,1%) o VPH 18 (17,7%), respecto a otros VPH carcinogénicos (6,1%),
por lo que sugiere mayor control en estas mujeres.

En el trabajo de Ho (102), encuentra que en las mujeres con CIN | cuyo resultado de
la prueba de ADN viral da negativo a los 12 meses de seguimiento, tienen un riesgo
menor de progresar a CIN Il que las mujeres con VPH de AR (RR 2,26; p<0,001) o con
VPH16/18 (RR 1.98; p=0,002) o con infecciones por multiples tipos virales (RR 1,68;
p=0,006). Estas tres investigaciones no las podemos comparar con nuestro estudio
porque en nuestros casos, como se ha comentado, no se han dejado progresar las
lesiones.

5.2. Deteccion de VPH. Infecciones simples y multiples

En nuestro estudio en el 96,6% de las pacientes encontramos infeccién por VPH. De
estas en el 53,9% se detectan multiples tipos virales. Estos porcentajes tan elevados
también se describen en otras investigaciones (50, 103).

La mayoria de lesiones CIN | estan asociadas a infecciones por virus de papiloma
humano de alto riesgo, pero la distribucion de los tipos virales son diferentes a las
asociadas a los casos de CIN II-11l (43).

Si analizamos los tipos de VPH detectados en nuestros resultados el virus de alto
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riesgo que aparece mas frecuentemente es el VPH 16; se demuestra en un 43% de
los casos. Este hecho se repite en la mayoria de los trabajos publicados aunque los
porcentajes aportados para lesiones de CIN | (en histologia) no son tan elevados como
en nuestros casos (53, 101, 104). El segundo VPH detectado mas frecuentemente
en el mundo es el VPH 18 (20), sin embargo en nuestro estudio solo se demostro
en un 11,2%, detras del VPH 51(19,8%), VPH 53 (19%) y VPH 31 (13,8%). Nuestros
descubrimientos son similares a los descritos por otros estudios (103,105). Una
posible explicacién es que la prevalencia de los diferentes tipos virales de VPH varia
segln la region estudiada (106), y que ademas se ha producido un incremento de
la inmigracion en los ultimos afios (107).

Dal Bello (50) estudia un total de 1323 mujeres, controladas por citologia alterada,
historia previa de lesion intraepitelial cervical, presencia de condilomas o vulvodinia.
El seguimiento durd 3 afios, del 2005 al 2007. Realizé colposcopia a 919 (69,5%)
mujeres de las cuales 320 (35,2%) mujeres tenian un diagndstico final de CIN | en
histologia. Para la deteccion del VPH utilizé la misma técnica que en nuestro trabajo,
la PCR SPF10-LiPA. Su estudio no especifica los criterios de inclusion ni de exclusion.
Detectd presencia de VPH en el 97,3% de las lesiones de CIN |, y de este porcentaje
en el 63,1% la infeccién se produjo por multiples tipos virales. De éstos los mas
frecuentes son el VPH 16, 31y 52.

En el trabajo de Cobo (108) realizado en un hospital de Andalucia, se controlaron
135 pacientes con citologia alterada del 2006 al 2007. Todas las pacientes se
controlaban cada seis meses con citologia durante tres afios. Tomaban biopsia si asi
lo creian conveniente. Incluyeron pacientes que presentaban una citologia alterada
y excluyeron aquellas que no aceptaron el seguimiento. En 68 casos obtuvieron
un resultado de CIN | tras biopsia. La deteccién del VPH la realizaron con PCR y el
genotipado con hibridacion de arrays (Clinical Arrays ®). En las mujeres con CIN |
detectaron infeccién en el 94,1%, de estas 19,1% por virus de bajo riesgo, 38,2% de
alto riesgo, 16,2% de probable alto riesgo y en el 20,6% infeccidn por multiples tipos.

Contrariamente, en otros estudios el porcentaje de deteccion de infeccion por VPH
en las lesiones de bajo grado fue menor (43,101). Clifford (295) realizé uno de los
mayores metaanalisis encontrados en la literatura; incluyé un total de 55 estudios
efectuados entodo el mundo de 1989 al 2004, que cuenta con 8308 casos de CIN | (en
citologia y/o biopsia). Detectd infeccidn por VPH en 5910 mujeres, que corresponde
al 71% de los casos. El método utilizado fue la PCR con los cebadores MY09/11,
PGMY09/11, GP5+/6+ o SPF10. Este porcentaje estd por debajo de nuestros
resultados. Esta diferencia puede explicarse porque los estudios que incluye utilizan
la PCR con cebadores con menor sensibilidad para detectar VPH sobre todo cuando
los tipos virales son diferentes al 16 0 18. Ademas en la mayoria de estudios se utiliza
la citologia sin confirmacidn histoldgica, por lo que pueden ser falsos positivos de la
citologia y no haber enfermedad, por ello el ADN viral es negativo.
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En lainvestigacion de Castle (101) se utilizaron pacientes incluidas en el estudio ALTS.
Su andlisis se centrd en las mujeres con LIEBG o0 ASCUS, que fueron diagnosticadas de
CIN | en histologia entre 1997 y 2001. Sumaron un total de 594 casos, su promedio
de edad era de 24 afios y, los compard con 570 mujeres con biopsia negativa o sin
biopsia (si no presentaban lesiones en la colposcopia), con una edad media de 23
afios. En las mujeres con CIN | demostré la presencia de VPH de AR en el 81,1%. Para
la deteccién de VPH se utilizé el sistema de captura de hibridos (HC2; Qiagen). Estas
mujeres se controlaron durante dos afios saliendo del estudio si se diagnosticaba un
CIN II-1l. Las diferencias con nuestro estudio son varias. Por una parte, la técnica que
emplea no es tan sensible como la nuestra y ademas no permite detectar multiples
infecciones por VPH. Por otra parte, no diferencia las lesiones producidas por virus
de bajo riesgo con las que no se detectan virus, y por Ultimo estas pacientes tienen
una citologia de LIEBG o ASCUS, mientras que en nuestro estudio pueden tener
citologias desde ASCUS a LIEAG.

Se debate el riesgo que produce la presencia de varios tipos de VPH en una
lesion cervical respecto a la deteccién de un solo tipo viral. En nuestro estudio no
encontramos diferencias si las lesiones son producidas por uno o por varios tipos
de VPH de alto riesgo. Exactamente como en nuestro trabajo, existen estudios
donde no se demuestra una menor regresion si se detectan varios virus de alto
riesgo (8, 49, 53, 105). Por el contrario, otros estudios si encuentran relacién, sobre
todo cuando, formando parte de esta infeccion, se detecta el VPH 16 (50, 51, 99,
103). El mecanismo por el que se produce un incremento en el riesgo al presentar
una lesién por multiples tipos virales se postula que podria ser el incremento de la
susceptibilidad del huésped, lo que se traduciria en el aumento de la persistencia
de la infecciéon. Otro planteamiento es que la presencia de multiples virus podria
deberse a un fallo en la inmunidad (109).

Se debe tener en cuenta que segln la muestra utilizada, si es en citologia o biopsia y
segln el método utilizado para la deteccién del VPH puede variar el nimero de virus
detectados (110).

En nuestro estudio la técnica empleada ha sido una PCR (reaccién en cadena de
la polimerasa) utilizando los cebadores consenso SPF10 y realizando el genotipado
mediante la hibridacién reversa en tira (PCR-SPF10/LiPA). Ha resultado ser un
método excepcional, incluso con tejido fijado en parafina (111) gracias al cual hemos
identificado infeccion viral en el 96,6% de las muestras. Se podria pensar que este
porcentaje tan elevado se puede deber a una contaminacién de las muestras, pero
en todos los experimentos se ha utilizado un control positivo y uno negativo para
impedir que se produzca este error.
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Ademds, este método permite identificar los genotipos de VPH de mayor relevancia
conocidos con una alta sensibilidad analitica, especificidad y rapidez (50, 61, 62).
Otro aspecto a destacar es el alto valor predictivo negativo (112) y el elevado
numero de infecciones multiples obtenidas, en nuestra investigacion, un 48%. En
estudios como el realizado por Perrons (113) se destaca la utilidad de esta técnica
para detectar infecciones por VPH de alto riesgo y por multiples tipos virales. Sélo
los investigadores que usan LiPA o Linear Array para el genotipado garantizan la
mayor eficacia en la deteccién de los diferentes tipos virales (79). La desventaja que
presenta este método en la practica clinica habitual es que se necesita personal muy
entrenado para su realizacién, se lleva a cabo con maquinaria especifica y hay que
minimizar los riesgos inherentes a la técnica de amplificacion. Seria necesario un
método sensible y especifico, rapido, facil y barato.
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6. CONCLUSIONES

1. El genotipado del VPH en las lesiones CIN |, no proporciona
informacién prondstica sobre aquellas lesiones que tenderan a
regresar en un mayor o menor porcentaje. Ni siquiera la deteccion
de virus de alto riesgo, como el tipo 16 o 18, tienen relevancia
prondstica.

2. No se ha demostrado que el tipo especifico de VPH, o la presencia
de VPHs de alto o bajo grado, influyan en la regresién espontanea
de las lesiones.

3. Enlasinfecciones donde se detectan multiples tipos virales tampoco
se produce una mayor o menor regresion de las lesiones.

4. Nuestro estudio reafirma que el porcentaje de regresion de las
lesiones CIN | es elevado, lo que permite realizar un control de estas
pacientes y por lo tanto, un manejo conservador.

5. La mayoria de lesiones de CIN | estan producidas por virus de alto
riesgo y en la mitad de los casos se detectan multiples tipos virales.

6. Los VPH mas frecuentes detectados en CIN | son 16, 51 y 53.

7. Las infecciones producidas por los tipos virales 16 y/o 18
exclusivamente, no llegan al 25%.
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