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RESUMEN (en espaiiol)

La infeccién por el VPH es la infeccién de trasmisién sexual mas frecuente a nivel
mundial y es una condicién necesaria pero insuficiente para que se produzca un cancer de
cuello de Gtero, detectdndose este virus en casi la totalidad de los mismos y hasta en el 80% de
las lesiones preneoplasicas (CIN 11l). La infeccidn por este virus puede eliminarse en menos de
dos afios, siendo una condicién indispensable para el desarrollo de cancer, la persistencia del
ADN del VPH en la célula infectada. Los VPH producen infecciones en regiones donde las
células del sistema inmunitario son escasas, lo que favorece su multiplicacién y progresion. El
VPH 16 es el genotipo mas frecuente en las mujeres con lesiones mas graves y peor
prondstico. Sin embargo, el VPH 16 no es el Unico genotipo que provoca malignidad. Dentro
del genotipo VPH 16 se han detectado distintos linajes y variantes que se relacionan con una
peor evolucién de las lesiones intraepiteliales. Factores virales como la integracion de su
genoma, la carga viral, las variantes gendmicas o infecciones mixtas, los hacen comportarse de
formas diferentes. En este trabajo se estudian estas caracteristicas virales con el fin de
intentar establecer unos biomarcadores que puedan predecir la evolucidn de las pacientes.
Para ello, se seleccionaron 415 muestras de exudados endocervicales pertenecientes a 234
mujeres. De ellas, 177 tenian un seguimiento viroldgico de la infeccion por VPH de al menos 36
meses. Las 57 mujeres restantes infectadas con VPH 16 procedian de las consultas de cribado
oportunista de VPH durante los afios 2011 — 2012. Se revisaron las historias clinicas de las
pacientes para conocer su evolucidn citolégica. Se observé que el genotipo mas frecuente fue
el VPH 16 seguido de los genotipos de su familia a9 VPH, la mayoria incluidos en la nueva
vacuna nonavalente. No se observan diferencias significativas entre los distintos genotipos y la

edad de las pacientes. Respecto a las lesiones que presentaban las pacientes y su edad se




observé que las que tuvieron edades entre 31y 35 afios tuvieron significativamente mas HSIL
que las menores de 30 afios (p=0.02). El 64.4% de las pacientes necesitaron al menos una
intervencion quirurgica para eliminar la infeccién. Las pacientes que presentaban lesiones de
alto grado evolucionaron peor que el resto (p<0.0001). Respecto al tiempo de regresion de las
lesiones el 33.8% de las pacientes eliminan o reducen su lesién en un tiempo medio de
12.2+9.6 meses. La carga viral de las pacientes que evolucionaron mal tuvieron una carga viral
media de 5.12+0.75 logaritmos de copias/1000 células frente a 4.07+0.78 logaritmos de
copias/1000 células de las 16 que evolucionaron bien (p=0.0008). La presencia de distintas
variantes del VPH 16 se detectaron en pacientes con mala evoluciéon aunque estos datos no
fueron significativos. Sin embargo, lo que se constaté fue que estas variantes perduran a lo
largo del seguimiento. Segun los resultados obtenidos, en los protocolos de seguimiento de las
pacientes infectadas por VPH se deberian utilizar técnicas que permitan conocer el genotipo y
la carga viral del mismo. El genotipo permite saber si es un genotipo con alto riesgo de
producir lesiones de alto grado y la variacién de la CV adelantaria el pronéstico de la infeccion.
Ademads una deteccion de las variantes del VPH 16 puede indicar persistencia de la infeccién

por la misma cepa viral, causa necesaria para el desarrollo del céncer de cérvix.

RESUMEN (en Inglés)

HPV infection is the most common sexually transmitted disease in the world. Although HPV
infection can be cleared in less than two years, HPV is detected in almost all of cervical cancer
and up to 80% of preneoplastic lesions (CIN IIl). Both facts support its role as a necessary but
not sufficient cause to develop a cervical cancer, being viral DNA persistence in the infected
cell an indispensable condition for cancer development. HPV infection occurs in regions where
immune system cells are limited, which allows its multiplication and progression. Although,
HPV 16 is the most common genotype in women with more severe lesions and worse
prognosis, is not the only one which causes malignancy. Furthermore, different variants of the
genotype HPV-16, which are related to a worse outcome of intraepithelial lesions, have been
reported. Several viral factors, such as viral genome integration, viral load, genotypes, variants
or mixed infections, have been associated to different viral behavior. In this thesis, these viral
characteristics have been studied in order to try to establish biomarkers that can predict

patient evolution. Thus, 415 endocervical swabs belonging to 234 women were collected. Of




these, 177 had a viral monitoring of HPV infection of at least 36 months. HPV opportunistic
screenings were performed in the remaining 57 HPV-16 infected women during the years 2011
to 2012. Patient’s medical records were reviewed to know their cytological evolution. The
most frequent genotype was HPV-16 followed by genotypes of HPV a9 family, which are
mostly included in the new nine-valent vaccine. No significant differences between genotypes
and patients age were observed. Regarding cervical lesions and patients age, it was observed
that the rate of HSIL were lower in patients aged between 31 and 35 years than in those 30
years old (p = 0.02). At least one surgery to remove the infection was needed in 64.4% of
patients. Patients with high-grade lesions evolved worse than the rest (p <0.0001). Regarding
the time of lesions regression, 33.8% of patients eliminate or reduce them in an average time
of 12.2 + 9.6 months. The average viral load of poor outcome patients was higher than in good
outcome ones (5.12 + 0.75 vs. 4.07 + 0.78 log copies / 1000 cells; p = 0.0008). Different HPV-16
variants were detected in patients with worse outcome. Although these data were not
significant, it was found that these variants remain along this study. According to the results
obtained in this thesis, molecular techniques to identify genotypes and quantify viral loads
should be included in routine screening protocols of HPV infected patients. Identification of
genotypes, as well as variations of the viral load, would let to predict high risk of cancer
development and infection outcome, respectively. Furthermore, the detection of HPV 16
variants could indicate persistent infection by the same virus strain, which is a necessary cause

for cervical cancer development.
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ABREVIATURAS

AC: Adenocarcinoma

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADV: Adenovirus

AGC(Atypical glandular cells): Células atipicas glandulares
AIS: Adenocarcinoma endocervical in situ

ARN: Acido ribonucleico

ASC-H (atypical squamous cells - cannot exclude HSIL): Células escamosas atipicas, no puede
descartarse HSIL

ASCUS (atypical squamous cells of undetermined significance): Células escamosas atipicas de
significado incierto

ATP: Adenosin trifosfato

CES : Neoplasia de células escamosas

CIN (cervical itraepithelial neoplasia): Neoplasia intraepitelial cervical

CMV: Citomegalovirus

CV: Carga viral

HSIL (High-grade squamous intraepithelial lesion): Lesion intraepitelial de alto grado
1Q; Intervencidn quirdrgica

ITS: Infeccidn de trasmisidn sexual

LLETZ: Large loop excision of the transformation zone

LSIL (Low-grade squamous intraepithelial lesion): Lesién intraepithelial de bajo grado

NILM (Negative for Intraepithelial Lesion or Malignancy): Negativo para lesion intraepitelial o
neoplasia maligna

OMS: Organizacidn mundial de la salud

PCR (Polymerase chain reaction): Reaccién en cadena de la polimerasa
PNK: Protein nucleotide kinasa

RNC/LCR: Regidn no codificante

SDS: Sodium dodecyl! sulphate

SEGO: Sociedad espafiola de ginecologia y obstetricia



SNP: single nucleotide polymorphismPolimorfismo de sitio Unico
STE: Tampodn tris-clorhidrico -EDTA

TAE: Tampon tris-acido acético -EDTA

UEC: Union escamoso-columnar

VEB: Virus Epstein Barr

VHS: Virus Herpes simple

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana

VLP: Virus like particules

VPH: Virus del papiloma humano

VPH-AR: Virus del papiloma humano de alto riesgo

VPH-BR: Virus del papiloma humano de bajo riesgo
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1.INTRODUCCION
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1.1. Cancer de cuello de utero

El cancer de cuello de utero es el cuarto mas comun entre las mujeres, con una
incidencia de 10,6%. Su distribucion no es uniforme, teniendo tasas de incidencia mas altas en
paises en vias de desarrollo. En Africa subsahariana la mortalidad llega hasta el 22,3%. En
Espafia, es la décima causa de cancer entre las mujeres y la segunda entre las edades de 15 a
los 44 afios, siendo la tercera causa de muerte en estas ultimas. En cifras, Espafia tiene 20
millones de mujeres en riesgo de padecer un cancer de cuello de Uutero, se diagnostican 2511

casos al afio y 848 mujeres mueren cada afio debido a esta patologia (Forman, 2012).

La infeccidn por el VPH es la infeccion de trasmisién sexual mas frecuente a nivel
mundial (Ferlay et al., 2015) y es una condicidn necesaria pero insuficiente para que se
produzca un cancer de cuello de utero, detectdndose este virus en casi la totalidad de los
mismos y hasta en el 80% de las lesiones preneopldsicas (CIN Ill). La infeccidn por este virus
puede eliminarse en menos de dos afos, siendo una condicion indispensable para el desarrollo

de cancer, la persistencia del ADN del VPH en la célula infectada (Moscicki et al, 2006).

El endocérvix (porcidn fibromuscular que conecta el Utero con la vagina) esta rodeado
por un epitelio columnar formado por una sola capa de células. Este epitelio no forma una
superficie lisa en el canal cervical sino que se invagina dando lugar a la formacion de criptas
endocervicales (a veces llamadas glandulas endocervicales). El ectocérvix (parte distal que
rodea al orificio cervical externo) esta cubierto por un epitelio escamoso estratificado rosado
formado por multiples capas de células localizadas sobre el estroma. La unién escamoso-
columnar (UEC) es la unién entre las células glandulares columnares del canal endocervical y
las células escamosas del ectocérvix. Localizada en la UEC se encuentra la zona de
transformacion donde se reemplaza de forma fisiolégica el epitelio columnar por un nuevo
epitelio escamoso, esta zona es de gran importancia en la infeccidon por VPH ya que se piensa
que es ahi donde se van a originar los cdnceres. Al proceso de reemplazamiento se le
denomina metaplasia escamosa y es un proceso irreversible. El epitelio metaplasico inmaduro
puede evolucionar de dos modos: en la gran mayoria de las mujeres, se convierte en epitelio
metaplasico escamoso maduro; y en la minoria, puede evolucionar a epitelio atipico displdsico

(Sellors et al, 2003).

Algunos tipos de papillomavirus humanos (VPH) pueden infectar persistentemente las
células metaplasicas basales inmaduras y transformarlas en células atipicas con anomalias

nucleares y citoplasmaticas. La proliferacién y la expansion de estas células pueden conducir a
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la formacién de un epitelio displdsico que, a su vez, puede volver a su estado normal, persistir
como displasia (también denominada neoplasia intraepitelial cervical o CIN) o evolucionar a

cancer invasivo al cabo de varios anos (Bosch et al, 2013).

Aproximadamente, un 80-90% de los canceres cervicales, son carcinomas de células
escamosas y un 10-20% son adenocarcinomas (carcinoma de glandulas endocervicales),
aunque el porcentaje de estos Ultimos se ha incrementado en los ultimos afios (Forman et al,
2012). En sus estadios tempranos, el cdncer de cérvix puede ser asintomatico, pero en las fases
tardias puede presentarse sangrado vaginal anormal, descarga, dolor pélvico o dolor durante

las relaciones sexuales (www.seom.org)

1.1.1. Diagndstico citoldgico y colposcopico

El diagndstico citoldgico se realiza mediante el examen microscépico de las células
escamosas obtenidas con una espdatula de madera o por cepillado de la zona endocervical, tras
ser fijadas y tefiidas con la técnica de Papanicolaou. La presencia de células vacuoladas con
nucleos agrandados hipercromaticos denominadas coilocitos es patognomodnico de infeccion
productiva por VPH (figura 1). Las consecuencias de la infeccidn persistente se reflejan en
cambios nucleares de severidad creciente, formas mitdticas y acumulos de células. La
sensibilidad de esta técnica es de un 50% vy tiene gran variabilidad interobservador (Boulet,

2008).

Figura 1. Imagenes de la citologia convencional A (10X), C (40X) y en base liquida B (40X), D (40X). Caso 1. Lesion
Intraepitelial Escamosa de bajo grado/infeccién por virus papiloma humano (LSIL/HPV): coilocitos (flecha). Caso 2.
Lesidn Intraepitelial Escamosa de alto grado (HSIL): células metaplasicas discaridticas. Tomado de: Toro de Méndez,

2011.
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Las observaciones se clasifican segin la nomenclatura Bethesda 2001 (Solomon et al.

2002) (Tabla 1):

¢ Negativo para lesidn intraepitelial o neoplasia maligna (NILM).

‘0

% Anomalias de células epiteliales escamosas:

v Células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US).

v" Células escamosas atipicas, no puede descartarse HSIL (ASC-H).

v" Lesidn intraepitelial de bajo grado (LSIL), cuando se observan células con
nucleos agrandados irregulares y mas marcados de lo normal.

v' Lesion intraepitelial de alto grado (HSIL), cuando se observan células
inmaduras, células pequenas en laminas y agrupamientos sincitiales y con
bordes citoplasmaticos diferenciados.

v" Carcinoma de células escamosas.

+*» Anomalias de células epiteliales glandulares:
v' Células glandulares atipicas (AGC) (endocervicales, endometriales o no
especificadas).
v" Adenocarcinoma endocervical in situ (AIS).

v" Adenocarcinoma (AC).

+» Otros: Hallazgos no neoplésicos (regeneracion, atrofia, cambios por radiacién, por

DIU,...)

Clinicamente las lesiones precancerosas solo pueden visualizarse con la ayuda del
colposcopio tras la aplicacién de solucién salina, acido acético diluido al 3-5% y la solucidn
yodoyodurada de lugol (prueba de Schiller) en pasos sucesivos. Esta técnica permite visualizar

con detalle las regiones anémalas del cuello uterino y delimitar las dreas con lesion (figura 2).

Los hallazgos colposcopicos se anotan segun la nomenclatura de la Federacion

Internacional de Patologia Cervical y Colposcopia (Quaas et al, 2013).
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Figura 2. Imagenes de las lesiones citoldgicas y colposcopicas de los distintos estadios de la infeccién por VPH

1.1.2. Diagndstico histolégico

La existencia de neoplasia puede sospecharse por el resultado del examen colposcépico o
citoldgico, pero el diagndstico definitivo debe establecerse siempre por el examen histoldgico
de una biopsia cervical dirigida segun visualizacidon colposcdpica. Esto permite valorar si una

muestra de tejido cervical presenta displasia (figura 2).

v" CIN I: existe buena maduracién, con minimas anomalias nucleares y pocas figuras
mitoéticas. Las células indiferenciadas se encuentran en las capas epiteliales mas
profundas. Es muy poco probable que progrese a cancer.

v" CIN II: las células displdsicas se restringen a la mitad o dos tercios inferiores del
epitelio, con anomalias nucleares mas marcadas que en el CIN I.

v' CIN IlI-CIS células anormales en todas las capas del epitelio escamoso. Lesién
escamosa pre-neoplasica que puede progresar a cancer si no se trata.

v" AIS: proliferacién anormal no invasiva de células glandulares, que se cree que
precede a la aparicién del adenocarcinoma. Lesidn glandular pre-neoplasica.

v CES: neoplasia de células escamosas, con infiltracidon de tejidos circundantes.
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v' AC: neoplasia de células glandulares (adenocarcinoma), con infiltracion de tejidos

circundantes.

La correlacion entre la citologia y la histologia se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Correlacién entre clasificacion de lesiones citoldgicas e histoldgicas

1.1.3.

Bethesda 2001 Clasificacion histolégica
NILM Negativo
ASC-US/AGUS/ASC-H Atipia escamosa

LSIL CIN |

HSIL CIN 11I/CIN 1I-CIS
Carcinoma invasivo Carcinoma invasivo
Tratamiento

El tratamiento de las lesiones no invasivas se realiza generalmente por técnicas

destructivas o técnicas de exéresis de la zona de transformacién:

+» Técnicas destructivas: utilizadas exclusivamente en caso de CIN |

v
v
v

Criocoagulacién
Vaporizacion con laser

Cauterizacion fria

++ Técnicas de exéresis (conizacidon)(figura 3):

v

v

Asa electroquirdrgica (LLETZ) que emplea corriente eléctrica de
radiofrecuencia para cortar tejidos por vaporizacion o coagulacion por
deshidratacidn

Bisturi, laser, electrocauterizacion diatérmica radical

El tratamiento del cancer de cérvix invasivo puede incluir cirugia, radioterapia o una

combinacion de ambas. El tratamiento y prondstico dependen del estadio. Varios estudios

clinicos han demostrado una tasa de supervivencia a 5 afios alta (>75%) para el estadio |,

aunque declina rapidamente conforme avanzan los estadios (<10% en el estadio 1V). (Blblio)
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1.2. VPH: caracteristicas y patogenia

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae, son virus que infectan generalmente a
la piel y a las mucosas. Son virus pequefos, de aproximadamente 50-55 nm de didmetro, sin
envuelta y con una cdpside icosaédrica. Su genoma esta constituido por un ADN circular de
doble cadena covalentemente cerrado, de un tamafio de 7500-8000 pb. Este genoma se divide

en 3 regiones:

v" E: Expresién temprana que codifica proteinas enziméaticas (E1-E7) y supone el
50% del genoma

v' L: Expresidn tardia que codifica para 2 proteinas estructurales (L1 y L2) que
conforman la capside del virus (40%)

v" RNC/LCR: Regidn reguladora no codificante (10%)

La estructura del genoma del VPH se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Estructura del genoma del VPH. Tomado de: Zaldivar Lelo de Larrea, G., Martin Molina, F., Sosa Ferreyra, C.
F., Avila Morales, J., Lloret Rivas, M., Roman Lara, M., & Vega Malagdn, G. (2012). Cancer cérvicouterino y virus del
papiloma humano. Revista chilena de obstetricia y ginecologia, 77(4), 315-321.

La cépside contiene 360 copias de la proteina mayor de la capside (L1) y unas 12 copias
de la proteina menor de la capside (L2), organizadas en una cubierta icosaédrica de 72
capsomeros. La proteina L1 tiene un tamafio aproximado de 55 kD con la capacidad de
autoensamblarse espontdaneamente en particulas tipo viral (VLP), que presentan una

superficie exterior indistinguible del viridon nativo (figura 5). Estas VLPs son inmundgenos
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potentes, probablemente debido a la capacidad innata de las células B para reconocer sus
epitopos de superficie. Este descubrimiento supuso el fundamento del desarrollo de las

vacunas actuales (Markowitz et al, 2012).

Figura 5. Imagen al microscopio electrénico del VPH. Tomado de la Unidad de Virologia. HUCA

Las proteinas E1 y E2 estdn implicadas en la replicacidn virica, formando un complejo
de activacidn transcripcional del genoma virico. La proteina E2 actia como regulador de la
transcripcién y represor de la expresién de los oncogenes E6 y E7. Cuando se produce la
integracion del genoma virico en el de la célula huésped se va a realizar fragmentando el gen

E2 lo que provoca la transactivacion sin control del promotor E6/E7.

La proteina E5 se encuentra unida a la membrana y participa en el proceso de
tumorigénesis, interactuando con receptores de crecimiento celular e interfiriendo el proceso

de endocitosis.

La proteina E6 se fija al ADN bicatenario y por diversos mecanismos (unién a p53,
factores de trascripcion como CBP/p300, uniéon a la proteina c-Myc) colabora en la

trasformacion celular.

La proteina E7 tendria una funcién similar que el E6 aunque con otros patrones de
actuacion (figura 6). Estudios en ratones transgénicos han permitido conocer el efecto de estos
dos oncogenes por separado: el gen E7 produce tumores benignos mientras que E6 provoca la

trasformacion maligna de la célula.

28



E6-AP /@ Activacion
e \ dela
5 trascripcic’m
p53 E2F-1 -
Ubiquitina 1 Complejo ubiquitina- pRb E2F-1 pRb
O enzima (L. 1. 111 RQ ) =
Py E2F-1 epresion Combleio
< pS3 > OOOOOO transcripcional p. !
G1 inactivo
l Proteosoma 26S: reconoce a / \
p53 ubiquitinilada PPase

| C ppr> [ s) <"°Rb>
h Degradacion de p53 Inactivo \\_G?___/ Inactivo

Figura 6. Actuacion de las proteinas del HPV en la célula hospedadora. Tomado y adaptado de: Yim et al, 2005

1.2.1. Ciclo vital del VPH

Para que el VPH desarrolle su ciclo vital debe infectar las células de la ldmina basal del
epitelio endocervical e interactuar con su receptor. Cambios estructurales en la capsida del
virion van a permitir que la proteina L2 se una a un segundo receptor (a6-integrina) para su
posterior internalizacidon en el queratinocito basal. Los viriones entran en la célula por via
endosomica y la proteina L2 es la encargada de trasportar el genoma viral hasta el nucleo de la

célula, mientras que la proteina L1 va a ser degradada por via lisosomal.

En muchos casos, la entrada del virus requiere de lesiones en el epitelio que permitan
a los viriones llegar hasta la lamina basal del mismo. Ademas se ha visto, que estas lesiones
favorecen la divisién de estas células para reparar el epitelio, lo que contribuye a la infeccion
del VPH en células mitdéticamente activas, lo que favorece el desarrollo de lesiones. Por otro
lado la zona de transformacion del cuello uterino tiene una particular susceptibilidad a la
progresidon a cancer debido a su accesibilidad y proliferacién de las capas basales hacia un
epitelio metaplasico durante la pubertad y al comienzo de la actividad sexual, cuando

comienza la exposicién al VPH.

Para la fase de amplificacion del genoma viral se ha visto que son imprescindibles las
proteinas virales E1 y E2. La proteina E2 durante la fase de replicacién viral recluta a E1
(helicasa viral) que es distinta de las helicasas celulares lo que permite una desconexion de la
replicacion viral y la celular. Respecto a las proteinas E6 y E7, en el caso de los VPH-AR,

estimulan la division celular de las capas de células parabasales.
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Esta proliferacién celular de las capas basales y parabasales infectadas por el VPH

facilita la expansién del tamafio de la lesion (figura 7).

Ademds de E1y E2, se ha visto que E4 y E5 contribuyen directamente en el éxito de la
amplificacidon del ADN viral. E5 es una proteina transmembrana que se cree tiene capacidad de
formar poros en la misma y por tanto interferir con la apoptosis y en el trafico intracelular de
vesiculas endosdémicas, y favorecer la replicacién viral. E4 es una proteina que se acumula en
células que estan soportando gran cantidad de sintesis viral y se ha visto que estd implicada en

la liberacién de viriones y transmision del mismo.

El ciclo vital del VPH se completa con la expresidon de L2 y de L1. La proteina L2 se va a
dirigir a regiones de replicacidn via E2 antes de la expresiéon de L1 y su ensamblaje. La
maduracién de los viriones ocurre en queratinocitos superficiales, que tienen un ambiente
oxidativo que favorece la formacién de uniones disulfato entre las proteinas L1 favoreciendo la
formacidon de viriones estables. Una vez formado el virion con sus 72 capsémeros, el
incremento de la proteina E4 en la célula, se cree que estimula la liberacidn de los viriones y la

infeccion de las capas superficiales del epitelio.
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Figura 7. Esquema de ciclo vital del VPH y expresion de sus proteinas. Tomado y modificado de Doorbar, 2012.

1.2.2. Desregulacidn del ciclo y desarrollo de cancer

En la enfermedad cervical los niveles de expresién de los oncogenes E6 y E7 aumentan
desde las lesiones de bajo grado (CIN I) hasta las de alto grado (CIN 1ll). Las lesiones CIN |
mantienen la capacidad de mantener el ciclo completo del virus con liberacion de viriones. El
aumento de la expresion de E6 y E7 en las infecciones por HPV de alto riesgo lleva al desarrollo
de lesiones de alto grado CIN Il o superior y favorece la acumulacién de mutaciones en el

genoma celular favoreciendo la progresion a cancer. La desregulacién viral vista en las lesiones
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de alto grado se ve facilitada por la integracién del genoma viral en el celular que favorece la

expresion de E6 y E7 (figura 8) (Doobar et al, 2012).

Por otro lado, la integracion del genoma viral en la célula va a provocar la ruptura del
gen E2 que actia como regulador de la expresion de E6 y E7, favoreciendo la expresién
incontrolada de los mismos. En ambos casos los cambios que favorecen el paso de CIN Il a
cancer son acumulaciones de mutaciones a lo largo del tiempo asociados a la sobreexpresiéon

de E6y E7.
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Figura 8. Desarrollo de lesiones de alto grado y expresion de genes en cada etapa. Tomado y modificado de: Doorbar, 2012.

1.2.3. Regresion de la lesidn, latencia o aclaramiento

A pesar de que la infeccion por VPH-AR es comun (hasta el 80% de las mujeres en
muchos casos), el desarrollo de céncer es raro (<1%). El VPH 16 tiene un tiempo de
persistencia mas largo que el resto de los genotipos de alto riesgo, lo que le hace tener un
mayor caracter oncogénico (De Sanjosé et al, 2006). Se piensa que el tropismo de ciertos tipos
de VPH como el 18 o el 45 hacia células que tienen una diferenciacién glandular los hacen ser

las principales causas de adenocarcinomas (Guan et al., 2012).

En general, la infeccidon por VPH en mujeres jovenes sexualmente activas (25 afos) es
frecuente y se aclara en el 80% de los casos por una respuesta inmune celular efectiva,
mediada por una respuesta del tipo Thl CD4+ (Goodman et al, 2008) El VPH tiene varios
sistemas de evasion del sistema inmune ya que su ciclo vital es exclusivamente epitelial y no
hay fases de viremia, no hay destruccion celular y la replicacién viral y la liberacién de viriones
no estd acompafia de procesos inflamatorios. Ademas las células productivas de viriones que
expresan gran cantidad de antigenos virales se encuentran en la superficie del epitelio lejos de
las células inmunes, que por otra parte, en la zona del cérvix son escasas. Aunque estos

mecanismos favorecen la persistencia de la infeccion, en la mayoria de los casos las lesiones se
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resuelven. La eliminacién de la infeccién requiere la presentacién de antigenos virales a células

dendriticas y la infiltracién de linfocitos T en el sitio de la infeccién (figura 9).
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Figura 9. Esquema de regresion, latencia y reactivacion tras una infeccion por el VPH. Tomado y modificado de Doorbar, 2012.

Las lesiones intraepiteliales (LSIL o HSIL) pueden regresar. La regresion de estas lesiones
no ocurre por una apoptosis masiva de las células infectadas, sino por un reemplazamiento de
las células infectadas por un epitelio aparentemente no infectado originado a partir de las
células basales. Estas células pueden seguir conteniendo genoma viral sin expresién del
mismo, lo que sugiere que el virus puede reactivarse en situaciones de inmunosupresion o de
cambios hormonales. Estudios recientes han demostrado la presencia de cargas virales bajas
en infecciones asintomaticas y situaciones de latencia. Se cree que la reactivacién se produce
en los sitios donde hubo una infeccidn previa. Se ha visto que en pacientes con cédncer cervical
no tienen linfocitos T frente al VPH causante del mismo, lo que sugiere que la persistencia mas
el fallo de la respuesta inmunitaria provoca el desarrollo del cdncer (Goodman et al, 2008;

Rositch et al, 2013)

1.3. Clasificacion de los VPH

Basandose en el andlisis del su genoma, los papilomavirus humanos se dividen en 5
géneros mayores: Alfapapillomavirus, Betapapillomavirus, Gammapapillomavirus, Mu
papillomavirus y Nu papillomavirus (figura 10). Estos géneros poseen distintas caracteristicas
tanto en su ciclo vital como en las enfermedades que causan. En los ultimos afios se ha
demostrado que los VPH pertenecientes a los géneros Beta y Gamma causan infecciones
asintomaticas en individuos inmunocompetentes, sin embargo en el género Alfa se encuentran

los VPH que causan enfermedad en humanos.
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Figura 10. Relacidn evolutiva entre los distintos VPH. Tomada de Doobar, 2005.

El género Alfapapillomavirus esta dividido a su vez en VPH cutdneos y mucosos, y
posteriormente divididos en VPH de alto y bajo riesgo segun su capacidad oncogénica (figura
11). El grupo de alto riesgo oncogénico (VPH-AR) lo comprenden los genotipos 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 y 59. El genotipo 68 se considera de probable riesgo oncogénico. Los
grupos de bajo riesgo (VPH-BR) ocasionan verrugas y condilomas genitales y otras patologias
benignas como la papilomatosis respiratoria recurrente, estas Ultimas patologias estan

producidas en la mayoria de los casos por los VPH 6 y 11 (Forman et al, 2012).
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Figura 11. Relacidn evolutiva entre los Alfapapilomavirus.
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La asociacion de los distintos genotipos con sus patologias se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Genotipos de VPH y manifestacidn clinica que producen

MANIFESTACION CLINICA GENOTIPOS DE VPH ASOCIADOS
Verrugas comunes VPH 2, 4, 7; ocasionalmente VPH 75-77
Verrugas planas lisas VPH 3, 10, ocasionalmente VPH 26-29y 41
Verrugas plantares VPH1,2,4
Verrugas planas VPH 3, 10
Epidermodisplasia Placas similares a pitiriasis VPH 5, 8; menos comlUnmente 9, 12, 14, 15,

verruciformis 17,19, 20, 21-25, 36-39, 47, 49

Carcinoma de células escamosas de piel

VPH 5, 8, menos comiUnmente 14, 17, 20y 47
expuesta al sol

Verrugas Verrugas externas VPH 6, 11, 40, 42, 43, 44,54, 61, 72, 81, 89
anogenitales Tumor Buschke—Lowenstein VPH 6
Papilosis Bowenoide VPH 16, 55
Grupo 1: Carcindgeno para humanos VPH 16,18, 31, 33, 45, 51, 52
Neoplasia y Grupo 2A: Probable carcinégeno para VPH
preneoplasia humanos 68
anogenital . ; ind
Grupo 2B: Posibles carcinégeno para VPH 26, 53, 64, 65, 66, 67, 69, 70, 73, 82
humanos
Papilomas orales VPH 2,6,7,11, 16, 18, 32,57
Lesiones orales Papilomas laringeos VPH 6,11
Hiperplasia focal (enfermedad de Heck's) VPH 13, 32
Carcinoma orofaringeo VPH 16 predominantemente, 18

Con respecto a la participacién de los distintos tipos de VPH en el cancer de cuello de
Utero en Espafia asi como en las distintas lesiones precancerosas se muestran en la figura 12.
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Figura 12. Prevalencia de los distintos genotipos de VPH en los distintos grados de lesiones precancerosas en Espaia.
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1.4. Linajesy variantes del VPH

Los VPH replican sus genomas utilizando la maquinaria enzimatica del hospedador,
asegurandose un alto grado de revisidn de secuencias en la lectura con bajos porcentajes de
mutaciones. Con la evolucién de sus genomas, mutaciones, inserciones/delecciones, y
reagrupamientos han sido seleccionados y/o fijados en tipos concretos, perdiéndose el
genoma intermediario. Dado que la recombinacién es un evento extremadamente raro en
estos virus, las multiples mutaciones/variaciones que han ocurrido en los genomas de VPH
estdn relacionados con la acumulacién secuencial de cambios genéticos. Este proceso de
especiacién se ha denominado fijacion de linaje. Es decir, grupos de mutaciones puntuales
(SNPs) (polimorfismos de un solo nucledtido) y/o inserciones/delecciones que tienden a fijarse
dentro de linajes virales. A lo largo del tiempo, la cantidad de estas variaciones definitorias de

linaje se incrementa llevando eventualmente a la especiacién (genotipos) (Burk et al, 2013).

Se ha definido que los genotipos que pertenecen a diferentes géneros de
papilomavirus tienen menos de un 60% de similitud en su secuencia de nucledtidos de la
proteina de la capside L1. Cada genotipo presenta menos de un 90% de similitud con cualquier

otro genotipo (Burk et al, 2013).

Los pardmetros para clasificar aislados relacionados de un determinado genotipo se
basan actualmente en el andlisis de una gran base de datos con los genomas completos de
aislamientos de VPH de la especie a9 (VPH 16, 31, 33, 35, 52, 58, 67). La comparacion de estos
genomas utilizando el método pairwise (por parejas) revelé al menos 3 categorias discretas de
relacidn sugiriendo una taxonomia natural (linajes). El examen previo de filogenias para cada
tipo a9 combinado con un umbral aproximado del 1% de diferencias en el genoma completo
fue utilizado para definir linajes mayores. Las diferencias entre genomas en el rango del 0,5-1%
se designaron como sublinajes. El andlisis filogenético confirmé la descripcién de 4 linajes
mayores de VPH 16 y 9 sublinajes (tabla 3)(Burk et al, 2013; Harari et al, 2013; Chen et al,
2013).

Si sélo consideramos los VPH-AR vy la contribucién de una determinante variante viral
en el desarrollo de cancer, estas pueden influir a 4 niveles: adquisiciéon de la infeccion
(infectividad), tiempo de persistencia, desarrollo de lesiones precancerosas e invasién de

células infectadas por el virus.

36



La mayoria de los estudios concluyen que los linajes no Europeos (B/C/D) son mas

agresivos que los Europeos(A).

Tabla 3. Linajes del VPH16
LINAJE  SUBLINAIJE GENOMA DE REFERENCIA DENOMINACIONES PREVIAS

Al Ref Europeo (E)
A A2 W0122 Europeo (E)
A3 AS411 Europeo (E)
A4 W0724 Asidtico (As)
B B1 W0236 Africano 1a (Afrla)
B2 Z109 Africano 1b (Afrlb)
C R460 Africano 2a (Afr2a)
D1 QV00512 Norte Americano (NA)1
D D2 QVv15321 Asiatico-Americano (AA)2
D3 QV00995 Asidtico-Americano (AA)1

Los linajes B/C/D comparados con el A incrementan de 2 a 4 veces el riesgo de
desarrollar cancer. Dentro del linaje A, el A4 aumenta el riesgo de desarrollar una lesién de
alto grado hasta 10 veces sobre el resto de sublinajes (Zhang et al, 2015). También se ha
establecido la relacidn entre el linaje D (VPH 16 AA) con el desarrollo de adenocarcinoma

(Zhang et al, 2015).

Por otra parte, en el linaje A la presencia de la variante VPH 16 EUR-350G vs 350T

aumenta hasta dos veces el riesgo de persistencia de la infeccién (Zhang et al, 2015).

1.5. Cofactores en la evolucion de la neoplasia cervical

En la actualidad, se conoce que la infeccién por VPH es una causa necesaria pero no
suficiente para el desarrollo del cancer de cuello uterino. El hecho de que sélo una minoria de
infecciones persistentes por VPH progrese a cancer, sefiala la coexistencia de otros cofactores

qgue deben estar presentes para que se produzca la transformacion.

Por lo tanto los cofactores de progresion que favorecen la persistencia y la infeccion

por VPH, se pueden clasificar en:
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» Cofactores medioambientales:

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

Paridad: la precocidad en el inicio de las relaciones sexuales y la promiscuidad
sexual aumenta el riesgo de cancer de cuello de Utero. Probablemente, en
relacidn con la mayor frecuencia de infecciones (Wang et al, 2009; Rosa et al,
2009; Castelsague et al, 2006).

Edad: la infeccion es mas comin en mujeres jovenes sexualmente activas
entre 18 y 30 afos, después de los 30 decrece la prevalencia. El cancer cervical
es mas comun en mujeres mayores de 35 afios, lo que sugiere infeccion a edad
temprana y progresion lenta a cancer (Wang et al, 2009; Brinton et al, 1989;
Kahn et al, 2002).

Inmunosupresion: las pacientes inmunodeprimidas tiene un riesgo aumentado
de cancer genital respecto a las mujeres sanas. Se sabe que la respuesta
inmunolégica deficiente al VPH predispone a la persistencia de la infeccion
aunque se desconoce el mecanismo exacto (Federica et al, 2005; Palefsky et
al, 2009).

Infecciones asociadas: las mujeres con coinfeccién por el VPH y otro agente de
transmisidén sexual especialmente con el virus del herpes genital tipo 2 o
Chlamydia trachomatis parecen tener una mayor probabilidad de presentar
cancer de cuello uterino (Smith et al, 2002; Molano et al, 2003).

Tabaquismo: las mujeres fumadoras poseen dos veces mas riesgo de
desarrollar CCU que las no fumadoras (La Vechia et al, 1989; Rosa et al, 2009).
Anticoncepcion: diversos estudios documentan la relacion entre el uso de
anticonceptivos orales con el cancer de cuello de Utero sin resultados

consistentes (Moreno et al, 2002).

» Cofactores genéticos:

Las variaciones genéticas individuales de los genes relacionados con la respuesta

inmunitaria innata, humoral y celular pueden influir en la persistencia de la infeccién por VPH y

su progresion a cancer (Wang et al, 2009).
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> Cofactores virales:

El genotipo viral, y los linajes del VPH 16 han sido los primeros cofactores virales
estudiados y se ha demostrado que el genotipo 16 es per se un factor de riesgo asi como los
linajes no europeos del resto de los factores virales de progresidon a pesar de los muchos
estudios que se han realizado no hay todavia unas conclusiones unanimemente aceptadas por

todos los autores, estos son:

++ Carga viral

Uno de los factores virales mas estudiados en la actualidad para su uso como
biomarcador de la infeccion del VPH es la carga viral. Numerosos estudios parecen haber
demostrado la existencia de una correlacién entre la carga viral encontrada en las muestras y
la posterior evolucidn de las pacientes, sobre todo cuando se realizan determinaciones

seriadas y no se toma como referencia una medida puntual.

Un estudio reciente observd que las cargas virales seriadas pueden seguir 5 distribuciones
distintas y que éstas permiten predecir la progresién o regresion de la lesidon segln sigan un

patrdn u otro (Verhelst et al, 2016).

«* Variante VPH 16 EUR-350G

Dentro de las mutaciones analizadas en diversos estudios de la regién E6 del genoma del
VPH 16, la presencia de la mutacidon T350G es el polimorfismo mas frecuente (Zhang et al,
2015; Pande et al, 2008). Este cambio se traduce en un cambio aminoacidico en la proteina E6
(L83V). Este aminoacido estd rodeado de otros altamente conservados S-L/V-Y-G, los cuales
son idénticos en los tipos VPH-AR pero diferentes en los tipos de bajo riesgo VPH 6 y 11. Este
hecho hace pensar que podria ser un sitio con capacidad de influir en la transformacién de la

proteina viral E6 en los VPH-AR.

+» Integracion del genoma viral

La integracion del genoma del VPH en el DNA de la célula huésped representa un paso
clave en el fendmeno de progresion en las lesiones, permitiendo ésta la continua

sobreexpresién de los oncogenes E6/E7. Cuando el VPH infecta una célula epitelial, su genoma
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puede permanecer de forma episomal, integrarse en el genoma celular, o tener ambas, siendo
formas mixtas. Muchos autores proponen que la integracidon del genoma se produce en fases
tempranas de la infeccidn y que es lo que va a marcar una peor evolucion de las lesiones
(Vinokurova, 2008; Das, 2010). Sin embargo, otros autores no demuestran este hecho (Boulet

et al, 2009; Cheung et al, 2006, Kulmala et al, 2006).

Recientemente, con el desarrollo de protocolos de amplificacién gendmica a tiempo real
en los que se busca la amplificacién de los genes E6 y E2 del VPH, se ha podido estudiar de
forma fiable el estado fisico (integrado o episomal) de estos virus y mds concretamente en el
caso del VPH 16 debido a su gran impacto en los carcinomas de cérvix (Andersson et al, 2005;

Arias-Pulido et al, 2006; Fujii et al, 2005).

7

++ Coinfecciones

El carcinoma invasivo de cérvix es uno de los tumores malignos mas frecuentes del
tracto genital femenino. En torno a su etiologia ha surgido numerosa controversia, como los

posibles agentes asociados al VPH para el desarrollo del carcinoma.

Entre dichos agentes se baraja el posible papel como cofactor de CMV, EBV y ADV en la
oncogénesis. Numerosos autores, han estudiado la asociacion VPH-EBV en el desarrollo o
progresion de las lesiones preneopldsicas en cérvix (Afonso et al 2012; Szostek et al, 2009;
Santos et al, 2009; Almeida et al 2004, Abudoukadeer et al 2015), sin embargo no se ha
podido establecer una correlacién estrecha entre la coinfeccién VPH-EBV, mientras que unos
autores lo avalan (Kim et al, 2005; Szkaradkiewicz et al, 2004; Szostek et al, 2009, otros lo

rechazan (Ammatuna et al, 2000, Afonso et al, 2012).

En otros trabajos se estudia el papel que pueden ejercer otros virus de la familia
herpesviridae, como el CMV, valorando la posibilidad de que su presencia incremente el
fendmeno de integracion del VPH y por lo tanto la coinfeccion pueda contribuir en la
progresion a carcinoma y comprobaron que llega a aumentar el riesgo hasta 6 veces (Szostek

et al, 2009).

40



1.6. Prevencion del cancer de cuello de utero

1.6.1. Prevencion primaria: Vacunas

Actualmente en Europa existen dos vacunas frente al VPH comercializadas: la
tetravalente Gardasil® (Sanofi Pasteur MSD)/Silgard® (Merck Sharp & Dohme) que incluye los
genotipos de alto riesgo 16 y 18 y de bajo riesgo 6 y 11, y la bivalente Cervarix®
(GlaxoSmithKline Biologicals) que sdlo incluye los genotipos de alto riesgo 16 y 18. Ambas
vacunas han demostrado amplios perfiles de seguridad y han demostrado en diversos ensayos
clinicos su efectividad en la prevencién del cancer cervical, vulvar, vaginal, asi como en la
aparicion de lesiones premalignas cervicales causados por los genotipos VPH 16 y 18. La
vacuna tetravalente también ha demostrado proteger frente al cancer anal y frente a las

verrugas genitales.

La vacuna frente al VPH se ha desarrollado por técnicas de ingenieria genética que
pueden utilizarse para expresar las proteinas estructurales L1 y, en menor grado, L2 del virus
que se autoensamblan para formar cdpsides virales vacias, (“virus like particles” VLP) que
recuerdan los auténticos viriones (Christensen et al, 1994; Hagensee et al, 1994; Rose et al,
1994). Estas VLP expuestas al sistema inmune han demostrado su capacidad de inducir titulos

elevados de anticuerpos.

Debido a que el tiempo hasta desarrollar un cancer puede ser de varias décadas (Van
de Velde N et al, 2012) el efecto de las vacunas se comprobara con el paso del tiempo. A pesar
de esto, en paises como Australia donde la cobertura vacunal es alta (cerca del 83%), se ha
visto una reduccidn del 77% en la prevalencia de infecciones por VPH vacunales en mujeres
jévenes, asi como un 92,6% en la reduccion de las verrugas genitales. Ademas la incidencia de
lesiones de alto grado (HSIL) en mujeres menores de 18 aios descendié de un 0,85% en 2006 a
un 0,22% en 2009. También se observd el efecto de la inmunidad de grupo, disminuyendo
significativamente la presencia de verrugas genitales en los hombres jévenes (Hartwig et al,

2015)

En vista del éxito de estas vacunas se estan desarrollando otras nuevas. Actualmente
estd aprobada por la FDA (Food and Drugs Administration) y la EMA (European Medicines

Agency), una vacuna de segunda generacion, Gardasil®9 (Sanofi Pasteur MSD) que actua frente
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a los cuatro genotipos incluidos en la vacuna tetravalente y ademas los VPH 31, 33, 45, 52 y 58,
otros genotipos de alto riesgo que sumados a los genotipos 16 y 18 causarian el 90% de todos

lo cancer de cérvix.

En la tabla 4 se pueden observar las principales caracteristicas de las vacunas frente

al VPH actualmente comercializadas, asi como las de la nueva vacuna nonavalente.

Tabla 4. Caracteristicas de las vacunas actuales frente al VPH

Cervarix® Gardasil® Gardasil 9°
Fabricante GlaxoSmithKline Merck Merck
Tipos de VLP 16/18 6/11/16/18 6/11/16/18/31/33/45/52/58
Dosis de L1 20/20ug 20/40/40/20 pg 30/40/60/40/20/20/20/20/20 pug
Células Linea celular de insecto
productoras baculovirus Saccharomyces cerevisae Saccharomyces cerevisae
recombinate
Adyuvante 500 pg hidroxido de 225ug de hidroxifosfato 0.5 mg de hidroxifosfato sulfato de
aluminio, 50 pg lipido A sulfato de aluminio aluminio
Calendario vacunal 0, 1, 6 meses 0, 2, 6 meses

La vacunacidon ha mostrado efectividad en la proteccién frente a la infeccidon por VPH
en nifias y adolescentes antes de comenzar las relaciones sexuales. Se ha estimado que las
vacunas actualmente comercializadas cubren hasta el 70% de los canceres de cuello de Uteroy
se cree que la implementacion de la nueva vacuna nonavalente protegera frente al 90% de los

VPH causantes de cancer como se comentd anteriormente.

En las ultimas recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se
propone un régimen de 2 dosis de vacuna con un incremento en la flexibilidad del intervalo
entre las mismas: un intervalo de 6 meses en nifas de entre 9 y 14 afos, y en mujeres adultas,
se recomienda un régimen de 3 dosis, aunque algunos paises de la Unidn Europea solo

administran dos.

1.6.2. Prevencién secundaria: Programas de cribado poblacional

La infeccidn por el VPH causé en 2008, 610.000 casos de cancer a nivel mundial, de
estos la mayoria tuvieron lugar en paises en vias de desarrollo dénde no tiene programas de
cribado estandarizados, a pesar de esto, entorno a 120.000 casos tuvieron lugar en paises

desarrollados (Bruni et al, 2015).
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A pesar de la introduccién de la vacuna, incluso de las vacunas de nueva generacién
(nonavalente), existe un gran nimero de mujeres que ya han estado expuestas al VPH y por
tanto son susceptibles de desarrollar un cancer cervical, por lo que deben de implementarse

unos buenos programas de cribado frente a esta patologia.

En la Unién Europea se producen anualmente 34.000 nuevos casos de cancer cervical y
13.000 muertes. En las ultimas guias Europeas de cribado frente al VPH, asi como en las guias
de la OMS y la Sociedad Espaiola de Ginecologia y Obstetricia (SEGO) muestran evidencias de
una mejora en el cribado usando una prueba de deteccién gendmica de VPH frente a la clasica

citologia.

Respecto a los programas de cribado de cédncer de cuello de Utero las ultimas guias
tanto de la SEGO como de la OMS proponen los mismos puntos basicos, entre los mas

importantes destacan:

v' Comienzo a partir de los 35 afios

v/ Comienzo nunca antes de los 30 afios

v" Finalizacién del cribado en mujeres mayores de 60 afios con la Ultima
deteccion de VPH negativa.

v" El intervalo entre las visitas de cribado en una mujer cuya primera prueba de
deteccién gendmica de VPH ha sido negativa debe ser de al menos 5 anos.

v' Mujeres con una prueba de VPH positiva deben realizarse una citologia.
Dependiendo del resultado, las pacientes se derivaran al programa de cribado

de nuevo o a colposcopia.

En Estados Unidos tras la realizacién de un estudio a nivel estatal para evaluar la
validez de la deteccidon gendmica de VPH como técnica de cribado primario, propusieron un
algoritmo distinto al propuesto por la OMS. Ellos sugieren que el cribado comience a los 25
afios con una deteccidon gendmica cada 3 afios, siempre que sea negativa. Mujeres con el test
HPV positivo para el VPH 16 o VPH 18 se mandarian a colposcopia, mientras que aquellas que
son positivas para otro genotipo de alto riesgo se les realizarian una citologia. Si ésta es
negativa, volverian al cribado cada 3 afios, si el resultado de esta es ASCUS o una lesion de

mayor grado se les haria una colposcopia (Cox et al, 2013).
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El algoritmo del programa de cribado que se aplica actualmente en nuestra
comunidad, atendiendo a la edad de la paciente, se muestra a continuacién en la figura 13 Ay

B:

> 25 a, sexudments activas
A) < 25 acon > 3 a de reladiones

|
Test de Papanicolau

Citologia (-) —l Citologia (+) ‘

Mugva citologia al afio Protocolo citologia anormal
Cikalogia {-) —| Citologia (+) ‘
Clolagias cada 3 afios

Fin de cribada a los 65 afios

> 35 a con H* de cribado inadecuado
(No citologia o > 5 a desde la (ltima)
I
Test de Papanicolau
Deteccion ADN-YPH
I
| I |

Cikologia (=) Citologia (+) Citologia (=)
ADN-YPH (<) ADN-YPH (+ 0 -) ADN-VPH (+)

Protocolo citologia anormal :
| rotocolo citologia Repetir citologia a los 6 v 12 meses

=65 ar <65 af
anes AN Repetir ADN-YPH a los 12 meses

Fin cribad Cribado habikual |
i Eribad rhada fiabius Actuar seqin resultados

Figura 13. Algoritmo de seguimiento en mujeres menores (A) y mayores de 35 afios (B) en Asturias

La infeccidn por el VPH es muy frecuente en muestra sociedad y a pesar de contar con
programas de cribado (oportunistas y no poblacionales) para la prevencion del cancer de
cuello de utero, esta enfermedad sigue siendo la segunda causa de cancer entre las mujeres de

15 a 44 aios en nuestro pais.

44



45



2.0BJETIVOS

46



47



OBIJETIVOS

Como ya se comentaba en el apartado de introduccién el virus del papiloma humano
(VPH) es el agente principal y necesario para desarrollar cancer de cuello uterino. Existen
distintos genotipos que estan relacionados en mayor o menor medida con prondsticos

distintos.

El VPH 16 es el genotipo mas frecuente en las mujeres con lesiones mds graves y peor
prondstico. Dentro del genotipo VPH 16 se han detectado distintos linajes y variantes que se
relacionan con una peor evolucidn de las lesiones intraepiteliales. Sin embargo, el VPH 16 no
es el unico genotipo que provoca malignidad. Desde la introduccidn de la vacuna, cada vez se
encuentran mas infecciones persistentes por otros genotipos denominados de alto riesgo para

el carcinoma de cérvix como el VPH 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68.

Los VPH producen infecciones en regiones donde las células del sistema inmunitario
son escasas, lo que favorece su multiplicacion y progresion. Estas infecciones provocan
consecuencias graves no en el momento de la infeccion, sino en un periodo de tiempo mas o
menos largo (hasta en 20-30 afos). Factores virales como son la integracidon de su genoma, la
carga viral, variantes gendmicas o infecciones mixtas, los hacen comportarse de formas
diferentes en cada caso, variando asi su prondstico. Estudiar estas caracteristicas virales con el
fin de intentar establecer unos biomarcadores que puedan predecir la evolucién de las

pacientes, infectadas con el virus es un reto de los laboratorios de Microbiologia.
Por todo esto, en este trabajo se han planteado los siguientes objetivos:

1. Conocer la prevalencia de los genotipos de VPH durante el periodo de estudio.

2. Estudiar la influencia del genotipo en la evolucién de las lesiones.

3. Valorar la importancia de la coinfeccién con otros virus (EBV, ADV, CMV y VIH) como
factor de progresién

4. Evaluar la relacién de la carga viral del VPH 16 con la progresion de las lesiones.

5. Analizar la integracion del genoma del VPH 16 en el genoma celular humano.

6. Conocer los linajes y caracterizar los polimorfismos del gen E6 del VPH 16 y determinar
su importancia como biomarcadores prondsticos.

7. Comprobar la presencia de la variante T350G del VPH 16 y su implicacidon en el

prondstico de la infeccidn.
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3. MATERIAL Y METODOS
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MATERIAL Y METODOS

3.1. Poblacion a estudio

Para llevar a cabo los objetivos planteados en este trabajo la poblacién de estudio la
constituyd mujeres que acudieron la consulta de Patologia Cervical del Servicio de Ginecologia y
Obstetricia del Hospital Central de Asturias (HUCA), durante los afios 2006-2012, para la detecciéon

precoz de cancer de cérvix con controles periddicos.

Asi, se seleccionaron 415 muestras de exudados endocervicales pertenecientes a 234
mujeres. De ellas, 177 mujeres se seleccionaron a partir de la base de datos de la Unidad de Virologia
del HUCA, con un seguimiento viroldgico de la infeccion por VPH de al menos 36 meses (3 afios).
Posteriormente se procedid a la revisién de las historias clinicas de las mismas para conocer su
evolucidn citoldgica a lo largo de estos afios y si se les habia realizado una intervencién quirurgica
para resolver la infeccion. La edad media de estas mujeres al comienzo del estudio fue de 37.4 £9.2

afios (19-76 afios).

Las 57 mujeres restantes infectadas con VPH 16 procedian de las consultas de cribado oportunista
de VPH durante los afios 2011 — 2012 y en las que se comprobé mediante la revisidén de las historias
clinicas que estas mujeres no tuvieron lesiones intraepiteliales. La edad media de estas fue de 35.3 £

4.9 afios (20-64 afios).

3.2. Técnicas de deteccion gendmica

A lo largo de los afios 2006 a 2012 los métodos de deteccion gendmica del VPH se
modificaron por motivos de trabajo de la Unidad de Virologia del HUCA, por lo que esta técnica se
subdividid en dos periodos. Entre los afos 2006 - 2010 se realizé una amplificacion gendmica (PCR)
empleando de una polimerasa termoestable con protocolos estandar de amplificacién genémica. A
partir del afio 2010 las muestras se procesaron por el sistema automatizado cobas® HPV Test (Roche

Molecular Systems, Pleasanton, California).

En todos los ensayos de amplificacion gendmica se tomaron las precauciones y medidas

habituales para evitar contaminaciones.
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MATERIAL Y METODOS

Para la deteccién de VPH se recogieron exudados cervicales en tampdn STE (durante el primer
periodo el volumen fue de 2 ml y durante el segundo periodo de 20 ml) (Anexo I) y se enviaron a la

Unidad de Virologia, donde se mantuvieron a 4°C hasta su procesamiento.

3.2.1. Primer periodo: Técnicas manuales

En este periodo las técnicas de deteccidon genédmica se llevaron a cabo en tres pasos de forma
independiente: preparacion o extraccidon gendmica, amplificacion gendmica y revelado del producto

de amplificacion.

3.2.1.1. Técnicas de extraccion genémica

En la fase de extraccién se obtuvieron altas concentraciones del ADN libre y se
eliminaron inhibidores que pudiesen afectar a la reaccidn de amplificacidn posterior. Para ello,
se llevé a cabo una extraccion del genoma por medio del COBAS AmpliPrep Total Nucleic Acid

Isolation Kit TNAI (Roche diagnostics, Suiza).
En todos los casos se partié de 2 ml de muestra.
El proceso de extraccidn consistio en los siguientes 5 pasos:

1. Adicidon de proteasa que digiere las proteinas para facilitar la liberacidon del
genoma viral (ADN 6 ARN).

2. Adicién del reactivo de lisis a la muestra que produce una lisis total de las
proteinas por desnaturalizacién. El material genético es liberado vy
simultaneamente estabilizado.

3. Adhesién del material genético liberado a una superficie de silice que recubre
particulas magnéticas de cristal debido a las condiciones salinas caotrépicas y a la
elevada fuerza idnica del reactivo de lisis.

4. Lavados que retiran las proteinas desnaturalizadas, restos celulares e inhibidores
potenciales de la PCR como la hemoglobina, etc., y reducen la concentracién de
sales.

5. Elucién del 4cido nucleico a elevada temperatura.
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MATERIAL Y METODOS

3.2.1.2. Técnicas de amplificacion genomica: PCR convencional

La amplificacién gendmica (PCR) es un método enzimdtico que por medio de una
polimerasa termoestable duplica de forma ciclica una secuencia especifica de ADN de doble
cadena pudiéndose obtener millones de copias de esa region del genoma. Cada ciclo consta de
tres fases térmicas: desnaturalizacion, momento en el que se separan las dos hebras del ADN;
anillamiento, momento en el que se unen los cebadores; y polimerizacién o elongacion,

sintesis de la hebra complementaria.

Para la deteccion del VPH mediante amplificacidon gendmica se desarrollé un protocolo de
PCR simple, utilizando la combinacidon de dos parejas de cebadores consenso MY11/ GP6+
frente a la region L1, una zona del genoma del virus altamente conservada en todos los

genotipos (Manos, 1989).

Para comprobar la idoneidad de la muestra se incluyé un protocolo de deteccidon de

amplificacion del gen de la B-globina humana.
La composicion oligonucleotidica de los cebadores se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Cebadores del VPH para la region L1y la B-globina humana

Region Cebador Secuencia
9 MY11 5°-GC(A/C)CAGGG(A/T)CATAA(C/T)AATGG-3
GP6+ 5'-GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3’
HBBF 5’-ACACAACTTGTGTGTTCACTAGC-3’

B-globina humana , ,
HBBR 5"-CAAACTTACTGTAAATCATATTC-3

Con cada una de estas parejas de cebadores se procedid a realizar una mezcla de
reaccion de amplificacién para cada una de las dianas buscadas. Para evitar trabajar con
cantidades minimas de los reactivos, se prepard una mezcla con todos los componentes de la
reaccion, y se alicuotd a razén de 20 pl en tubos Eppendorf® con capacidad para 200 pl. La

tabla 6 muestra los reactivos y los perfiles térmicos aplicados en cada caso.
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Tabla 6. Condiciones finales de la amplificacion gendmica del gen L1 y B-globina

Mezcla L1 B-globina humana
Volumen (pl) 25 25
Taq (5U/ ul) 0.5 U/reaccidn 0.5 U/reaccion
dNTPs (1ImM c/u) 50 uMc/u 50 UM c/u
Buffer (10X) 1X 1X
Mg (50mM) 1.5mM 1.5mM
Cebadores (12.5 uM c/u) 0.5 uM c/u 0.5 uM c/u
Agua Hasta 20 pl Hasta 20 pl
Muestra 5l 5ul
Perfil térmico Ciclos T2 Tiempo  Ciclos T2 Tiempo
Preciclo 1 94° 4’ 1 94° 5
Ciclos 35 35
Desnaturalizacion 95° 30" 95° 30"
Anillamiento 52° 50" 50° 50"
Elongacion 72° 1 72° 1
Postciclo 1 72° 10 72° 10°

La preparacion de las mezclas de reaccién se hizo en una cdmara de flujo laminar en un
cuarto del laboratorio separado del lugar donde se lleva a cabo la extraccion de las muestras,
la amplificacidn y la deteccion de los productos amplificados segun las normas de seguridad

aplicadas en el laboratorio (Persin et al, 1989).

Estas reacciones se realizaron en diversos tipos de amplificadores: Veriti 96 welll

thermal cycler, Gene AMP PCR System 2700 (Applied Biosystems, USA), iCycler (Bio-Rad, USA).

3.2.1.3. Identificacion del producto amplificado
El producto final de la amplificacion gendmica se puso de manifiesto mediante

electroforesis en gel de agarosa.

Para la preparacion del gel, se mezclé agarosa al 2% con tampon TAE (Anexo 1). A
continuacién se calenté en microondas hasta la total disolucidn de la agarosa. Una vez
disuelto, se afiadié 5 pl de bromuro de etidio por cada 100 ml de mezcla y se puso en el molde,
con un peine de un grosor de 3 mm. Cuando el gel obtuvo consistencia se procedid a realizar

la electroforesis.

Se prepard una mezcla de 10 pl del producto amplificado con 2 pl del tampdn de carga
(Anexo 1) y se transfirié al gel de agarosa al 2% sumergido en una cubeta de electroforesis con
tampodn TAE y se sometié a un campo eléctrico continuo con una diferencia de potencial de
100 voltios durante 30 - 45 minutos. El producto de la PCR se monitorizé mediante

transiluminacién con luz ultravioleta. Se comparé el producto amplificado con el marcador de
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control pesos moleculares 50 pb Ladder (Life-Tecnology). La reaccidon se considerd positiva

cuando se observaron las siguientes bandas:

- 200 pb el fragmento L1

- 100 pb para la B-globina humana

Figura 14. Gel de agarosa con fragmento L1 del VPH (200 pb)

3.2.2. Segundo periodo: Técnica cobas® HPV Test de ROCHE Diagnostics

A partir del afio 2011, la deteccion de VPH se realizé mediante el sistema
automatizado cobas® HPV Test (Roche Molecular Systems, Pleasanton, California). Para esta
técnica las muestras se recogieron también mediante cepillado endocervical, diluidas en 20 ml
del tampdn STE en un contenedor especifico para este equipo. En cada ensayo se procesaron
24 muestras, dos de las cuales fueron controles. Obteniéndose 150 pl de eluido de ADN

purificado de cada muestra y de los que se utilizd 25 pl para la PCR de deteccién de VPH.

La técnica de deteccién es una PCR a tiempo real que diferencia, de manera
individual, los genotipos VPH 16, 18 y un grupo de genotipos de VPH de alto riesgo en los que
se incluyen los VPH 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68, mediante la utilizacién de
sondas marcadas con 4 fluoréforos distintos. Este test esta aprobado por la FDA para el

cribado primario de infeccién por HPV.

La técnica se basa en la deteccidn de una regién del gen L1 de los distintos genotipos
incluidos en el test. Para ellos utiliza 4 sondas diferentes, de ellas 3 son utilizadas para la

deteccion de VPH
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» CH1: detecta el pool de los 12 genotipos de alto riesgo
» CH2: detecta el VPH 16
» CH3: detecta el VPH 18

Por otra parte, esta técnica a diferencia de otras que existen en el mercado, incluye una
sonda especifica que detecta el gen de la B-globina humana lo que permite valorar la calidad

de la muestra detectando la celularidad de la misma:
» CHA4: detecta el gen de la B-globina humana

Ademas de identificar los genotipos VPH 16, 18, o AR y el software del equipo permite
conocer el ciclo de amplificacion de los mismos (Ct) que es el limite de fluorescencia donde la
amplificacion de ADN de las dianas empieza a multiplicarse exponencialmente, asi como el Ct

de la B-globina que posteriormente se utilizé para el calculo de la carga viral (apartado 3.4).

Figura 15. Sistema cobas®4800 (Roche Molecular Systems, Pleasanton, California)

3.3. Genotipado de las muestras por hibridacion de oligonucleétidos

Para el genotipado del VPH de las muestras, se llevd a cabo una técnica desarrollada
en el laboratorio de “spot-blot”.

Los productos amplificados, y positivos para el fragmento L1, se hibridaron con sondas
marcadas con P*? especificas para los VPH de bajo riesgo 6, 11 y alto riesgo 16, 18, 31, 33, 45 y
58.

En el caso de las muestras del segundo periodo se utilizé el eluido sobrante del cobas®

HPV Test (Roche Molecular Systems, Pleasanton, California) para realizar una PCR
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convencional con los cebadores MY11/GP6+ y se utilizaron los productos amplificados para su

posterior hibridacidn.

Las sondas utilizadas se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Secuencias de las sondas utilizadas en el genotipado del VPH

Genotipo Secuencia

VPH 6 5°-CATCCGTAACTACATCTTCCA-3’

Bajo Riesgo VPH 11 5'-TCTGTGTCTAAATCTGCTACA-3’
VPH 16 5’-CATACACCTCCAGCACCTAA-3’
VPH 18 5’-GGATGCTGCACCGGCTGA-3’
VPH 31 5'-TTGCAAACAGTGATACTACATT-3’
VPH 33 5’-CACACAAGTAACTAGTGACAG-3’
VPH 45 5-ATACTACACCTCCAGAAAAGC-3’
VPH 58 5'-TGAAGTAACTAAGGAAGGTACA-3’
VPH 39 5'ATAGAGTCTTCCATACCTTC-3’

Alto Riesgo VPH 51 5'TGCTGCGGTTTCCCCAA-3’
VPH 52 5'GAATACCTTCGTCATGGC-3’
VPH 53 5'TGTCTACATATAATTCAAAGC-3’
VPH 56 5'CCAGAACAGTTAAGTAAATATG-3’
VPH 59 5'TCTACTACTGCTTCTATTCC-3’
VPH 66 5'AGCTAAAAGCACATTAACTAA-3’
VPH 68 5'CTGAATCAGCTGTACCAAT-3’

** Preparacién de las muestras en la membrana.

Una vez se obtuvieron los amplicones, se pusieron en una membrana para realizar la

hibridacion.

» Para la desnaturalizacion del ADN, a 10 pl del producto amplificado se afiadieron 150l
de NaOH/EDTA, y se mantuvo 15 minutos minimo a temperatura ambiente

» Se hidraté la membrana (de un tamafio que cubriese el “manifold”), en agua destilada
durante unos minutos

» Se colocé en un “manifold” (Minibloter modelo MN 100-45, Isogen, Inmunetics) para
el spot-blot (“manifold” con capilares), primero la almohadilla y encima la membrana

» Se pasaron 150 pl de NaOH/EDTA por cada capilar de la membrana para adaptarla al

pH. Se hizo vacio en cada capilar con una punta de pipeta, para retirar el NaOH/EDTA
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>

En el primer capilar se afadieron 150 pl de una diluciéon de tinta china 1: 100 en
NaOH/EDTA, lo cual nos sirvié para saber la posicidn de las muestras, a continuacidn se
afiadieron 150 ul de la muestra desnaturalizada en el capilar correspondiente

Se dejé incubar a temperatura ambiente el “manifold” con las muestras un minimo de
1,5 horas

Se hizo vacio en cada capilar con una punta de pipeta, para retirar la muestra

Se pasaron 150 pl de NaOH/EDTA por la membrana para que no quedase muestra en
las paredes y se aplicé nuevamente vacio

Se retiré la membrana del “manifold” y se lavé 2 veces durante 5 minutos en agitacién
con SSC 2X para neutralizar el pH

Se seco la membrana sobre papel de filtro y se colocd en el transiluminador durante
30 minutos para que el ADN se fijase a la membrana

La membrana se guardd envuelta en papel de filtro a 4°C hasta su uso

% Marcaje de la sonda con P*

El marcaje de la sonda se realizé en el carbono y del extremo 3” por medio de una PNK

(Protein Nucleotido Kinasa).

Para tres sondas se empled:
- 8-10 pmoles de la sonda (4l de una sonda a2 uM)
- 0.5 ul de la PNK

1 ul del Buffer de PNK 10X

3 ul de r-ATP-32P
- 0.5 pl de ditioeritritol 0.1 M (estabiliza la enzima cuando se congela 'y
descongela varias veces)

-1 ul de agua

Para evitar trabajar con cantidades muy pequefias se marcaron mas de un

oligonucledtido, realizando una solucidn stock con el fésforo, la PNK, el buffer, el agua, y el

dTT.

El marcaje se realizé a 372 durante 40 minutos como minimo.

< Prehibridacién

Durante el marcaje de la sonda se realizé la prehibridacion de la membrana con PBS

2X, SDS 2%, 1mM EDTA, Denhardt’s 5X (Anexo I) y 15 pl esperma de salmén de una
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concentracion de 1g/100ml (este esperma debe cubrir toda la membrana para evitar el
marcaje inespecifico). La mezcla se prepard sin el esperma de salmén y ambos se guardaron a
4°C.

La prehibridacion se llevé a cabo poniendo 40 ml de la mezcla anterior en una batea
afiadiendo el esperma de salmdn a razén de 10 pl/ml de solucién (600 ul del esperma).

La prehibridacién se llevé a cabo a 65°C durante 30 minutos como minimo y en
agitacion. En el caso de reutilizar una membrana previamente hibridada con el fin de llevar a
cabo una nueva hibridacién con otras sondas, previo a este punto se procedid a la
deshibridacién de las sondas utilizadas con anterioridad, dejando asi la muestra unida a la

membrana, para ello:

» Se hirvié una mezcla (500ml) de SDS 0,5% y SSC 0,1X. Se almacena a 10X (ANEXO 1)
» Se introdujeron las membranas y se pusieron en un agitador con calor durante 15

minutos, removiendo cada poco tiempo la mezcla con las membranas.

Una vez deshibridada la membrana se comenzaria de nuevo la prehibridacién, sobre la
misma membrana y a continuacidn la hibridacién utilizando unas sondas diferentes, de no
utilizarse en este momento se puede conservar envuelta en papel de filtro a 4°C hasta su uso.

/7

< Hibridacion

IM

Una vez prehibridada se volvié a poner la membrana en el “manifold”, colocando debajo
otra almohadilla.

En este paso es muy importante la posicion de la membrana que se debe rotar 90° en
direccion de las agujas de reloj de tal manera que ahora la tinta china quede en la parte

Ill

superior del “manifold” coincidiendo con los agujeros de los capilares.
Preparacion de la solucién de trabajo de las sondas:
» Se afiadieron 1,5 ul de la sonda marcada correspondiente a 150 pl de la solucion de
prehibridacion.
» Posteriormente 130 pl de la solucidon anterior se afiadieron en el capilar
correspondiente.

»  Seincubd durante un minimo de 1,5 horas a una temperatura de 53°C.

Una vez hibridadas las sondas se procedid a los lavados:
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Primer lavado:

» 10 minutos en agitacidn con la solucién lavado 1 (Anexo |) a temperatura ambiente.

Segundo lavado:
» 10 minutos en agitacién con la solucion de lavado 2 (Anexo |) a la temperatura de
hibridacidn
Tercer lavado:
> lgual al anterior, sustituyendo la mezcla. Estos 2 lavados son criticos y determinan la
especificidad de la reaccién. Si la membrana saliese poco especifica, se irian subiendo
de dos en dos grados la temperatura de lavado hasta conseguir el punto éptimo.
Cuarto lavado
» 5 minutos PBS a temperatura ambiente en agitacion.

Posteriormente se pasé la membrana por papel de filtro sin llegar a secarla totalmente.

< Revelado

La membrana una vez pasada por el papel de filtro, se introdujo en una bolsa para
evitar la desecacion y pudiendo ser reutilizada nuevamente y se colocd en un chasis con una
pelicula fotografica (3000 ASA) después de mantenerla durante 18-24 horas a —709. Se reveld

como una placa de rayos obteniendo las imagenes de la figura 14.

Figura 16: Membrana de revelado de genotipado con p*

61



MATERIAL Y METODOS

3.3.1. Genotipado por secuenciacion

Para la identificacion del resto de genotipos no incluidos en la técnica de hibridacion se
procedid a la secuenciacién del fragmento amplificado por los mismos cebadores MY11/GP6+.
En el caso de las muestras del segundo periodo, fue necesario como se comentd con

anterioridad, realizar una PCR con esta misma pareja de cebadores (MY11/GP6+).

Existen diferentes métodos de secuenciacién gendmica, unos utilizan los
dideoxinucleotidos marcados y otros los cebadores marcados que son empleados para
determinar la secuencia de bases, pero todas ellas tienen en comin la generaciéon de una
nueva hebra de ADN que comienza en un punto especifico, que viene determinado por el
cebador y acaba con la incorporacién a la cadena en sintesis de un terminador
dideoxinucleotido trifosfato, obteniéndose asi secuencias de distinta longitud que difieren en
una sola base y que pueden ser separadas electroforéticamente por tamanos de menor a

mayor al aplicar una corriente eléctrica.

+* Protocolo de secuenciacién Kit Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing.

La técnica se desarrollé a partir del material genémico amplificado mediante la reacciéon en
cadena de la polimerasa realizada para determinar la presencia del VPH. Los productos de la
PCR fueron purificados a partir del gel de agarosa mediante columnas de extraccién (Montage
DNA Gel Extraction Kit, Millipore) y secuenciados usando el preparado comercial “BigDye
Terminador v1.1 Cycle sequencing Kit” (Applied Biosystems, USA). Los cebadores utilizados son
los mismos que los de la reaccién de amplificacion del gen L1. La mezcla de reaccidn se recoge

en la tabla 8.

Tabla 8. Mezcla de reaccion para la secuenciacién

Reactivo Volumen/muestra Concentracién final

Tampdn (5X) 2ul 1x
Mezcla de secuenciacion (5X) 2 ul 1x

DMSO (5%) 0.5 pl 0.25%
Cebador (5mM) 0.5 ul 0.25 pl
Muestra 3ul -

Agua Hasta 10 pl -

Perfil térmico Ciclos T2 Tiempo
Preciclo 1 94°C 5
Ciclos 30

Desnaturalizacion 94°C 307
Anillamiento 50°C 20
Elongacion 60°C 4’
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Para la secuenciacidn se purificd el producto de la PCR anadiendo al producto de la
amplificacién 40 pl de BigDye®Xterminator™ Purification Kit (Applied Biosystems, USA)

preparado segun instrucciones del fabricante.

:'% Sefed) e ‘Samp].e MICRO-ESR1-13 | File: C:\Usersle71 244604y Desktop TESINSECUENCIAS VPH 16'usana 14.06.03 (HPV)I13-37-47_E02_MICRO-E6R1-13_2014-08-02_2014-06-02.ah1

140 160 170 180 190 200 210 0
TTCAGG ACACAGTGGC TTTTGACAGT TAATACAC CTAAT TAACAA AT CACACAACGOT TTGT TOTAT TGCTOT TV TAATGT TOTTCCATACACAC TATAACA

Figura 17: Secuencia del gen E6 obtenida mediante secuenciacion.

Las secuencias obtenidas fueron trabajadas con el programa CROMAS Pro y la
identificacion del genotipo se realizd mediante el andlisis de homologia de las secuencias

obtenidas con las depositadas en las bases de datos del NCBI (National Center of

Blotechnology Information).

3.4. Cuantificacién genémica

En las muestras del segundo periodo que se procesaron por el cobas® HPV Test de
ROCHE Diagnostics para realizar la cuantificacion del genoma del VPH se tuvieron en cuenta los
ciclos de amplificacion (Ct) de la betaglobina que indicaria el nimero de células y los Ct de la
deteccién del VPH que indicaria la cantidad de virus basandose en la comparacién de estos
Cts con los de unas curvas estandar previamente descritas (Alvarez Argiielles ME, 2015),
pudiendo expresar asi el nimero de copias de VPH por 1000 células. Esto explica el nimero

reducido de muestras (n: 76) con determinacion de carga viral.

3.5. Deteccion de la variante T350G del VPH 16

La deteccidon de la variante gendmica T350G de los genotipos VPH 16 se realizd
mediante una técnica de discriminacidon alélica (Pérez S et al, 2011). En esta técnica se
utilizaron unos cebadores especificos para esta secuencia del genoma y dos sondas alelos

especificas TagMan MGB, con diferente fluoréforo en el extremo 5" y un extintor. En el
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extremo 3’. La sonda marcada con VIC detectaba el alelo 1 (T350T o prototipo), y la marcada

con FAM el alelo 2 (T350G o variante).

La reaccidn se llevd a cabo usando 5ul de extraido de las muestras y 5 pl de mezcla
reaccion de GTXpress Master MIX (Applied Biosystems, Life technologies Corporation, Foster
City, CA, USA) en un Applied Biosystems 7300 (Applied Biosystems, Life technologies
Corporation, Foster City, CA, USA). Las secuencias de los cebadores, las sondas asi como las

condiciones de la amplificacion gendmica se muestran en las tablas 9y 10.

Tabla 9 .Cebadores y sondas utilizados para deteccidn de la variante

Cebador/Sonda Secuencias
HPV16T350G_F 5'AGGTATATGACTTTGCTTTTCGGGATT3’
HPV16T350G_R 5'CAACGGTTTGTTGTATTGCTGTTCT3’
HPV16-350T-sonda 5'TGTTGTTCCATACAAACTATAA-VIC3’
HPV16-350G-sonda 5 TTGTTCCATACACACTATAA-FAM3’

Tabla 10. Condiciones de la determinacidon de la variante T350G

Mezcla Volumen
GTXpress Master Mix® 2.5 ul
Mix de primers/sonda 0.12 pl
Agua desionizada 1.38 pl
Muestra 1l
Perfil térmico Ciclos T2 Tiem
po
Preciclo 1 95° 4
Ciclos 45
Desnaturalizacion 95° 15"
Anillamiento i
60° 1

Amplificacidn

Previo al proceso de amplificacion se realizé una prelectura a 25°C durante 1 minuto,
midiendo asi la fluorescencia de base en la reaccién. Una vez que el proceso de amplificacion
finalizo, se realizé la post-lectura a 25°C durante 1 minuto, midiéndose asi la fluorescencia,
tomando como base los datos de fluorescencia obtenidos en el proceso de pre-lectura que nos
permite interpretar los resultados, en funcidn de la presencia o no de la variante. Para ello el
software realiza una discriminacion T350G representando en diagrama de dispersién de
puntos las muestras que presentaban la variante 350G frente a las que no la presentaban La

lectura se hizo en FAM y VIC en cada una de las muestras.
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En cada ensayo se testaron dos controles negativos en los que se afiadieron 5 pl de

agua como muestra y cuatro controles positivos; dos prototipos y dos variantes de cepas de

referencia.
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Figura 18. Diagrama de resultados de la técnica de discriminacidn alélica para la deteccidn de la variante T350G

3.6. Secuenciacion del gen E6 del VPH 16 y realizacion de la filogenia del mismo
Para estudiar si existia alguna caracteristica especial en el oncogen E6 de las muestras
de estas pacientes se procedid a su secuenciacién completa.

Se realizé una amplificacion gendmica del gen E6 del VPH 16 de las muestras mediante

una PCR convencional. Los cebadores, reactivos y perfil térmico de esta PCR se muestran en las

tablas 11y 12.

Tabla 11. Cebadores utilizados para la secuenciacion del gen E6

Cebador/Sonda Secuencias
HPV16 E6F 5'AGGCACATATTTTTGGCTTGTT 3’
HPV16 E6R 5 TTCATGCAATGTAGGTGTATCTCC 3°
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Tabla 12. Condiciones de la amplificacion del gen E6

Mezcla Volumen
Cebadores 0.5mM 1l
dNTPs 0.2mM c/u 2.5l
Buffer 1X Sl
CbMg 2mM 2ul
Tag 11U 0.1pl
Agua Hasta 20 pl
Muestra 5l
T . Tiem
Perfil térmico Ciclos T2
po
Preciclo 1 95° 5
Ciclos 45
Desnaturalizacidn 94° 30"
Anillamiento 55° 45"
Elongacion 72° 3’
Postciclo 1 72° 10°

Tras obtener el producto amplificado se procedié a realizar la secuenciacién del
fragmento siguiendo el mismo protocolo que el explicado anteriormente el apartado 3.3.2,

utilizando en este caso los cebadores HPV16 E6F y HPV16 E6R.

Las secuencias sentido y antisentido de cada una de las muestras obtenidas por el

secuenciador procesaron con el programa Bioedit (versién 7.0.5.3).

3.7. Deteccion de genoma de VPH integrado o episomal

Se realizé la deteccidn del estado del genoma del VPH16 en las pacientes mediante
una técnica de amplificacion a tiempo real que tenian como diana el gen E2 y E6.
Posteriormente se realizd el cociente E2/E6 con los Ct correspondientes y segun el

resultado de esta proporcién se consideraria el genoma integrado, episomal o mixtos (tabla

13).

Tabla 13. Relacion E2/E6 y estado del genoma VPH16

E2/E6 Genoma

0.93-1.08 Episomal

0 Integrado
0.10-0.92 Mixto

Los cebadores, las sondas y condiciones de la PCR utilizados se muestran en las tablas
14y 15.
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Tabla 14. Cebadores y sondas para determinacién del estado del genoma del VPH16

Cebador/Sonda Secuencia
VPH16 E2_F 5" TTAGCAGCAACGAACTATCCTCTCC3’
VPH16 E2_R 5'CCAAGGCGACGGCTTTG3’

VPH16 E2 sonda 5'CAGCACTTGGCCAACCA-VIC 3’
VPH16 E6_F 5'AAGAGAACTGCAATGTTTCAGGAC3’
VPH16 E6_R 5'AGTTGTTTGCAGCTCTGTGCAT3’
VPH16 E6 sonda 5'CAGGAGCGACCCAGAA-FAM 3’

Tabla 15. Condiciones de la amplificacién del estado del genoma del VPH16

Mezcla Volumen
Taqg Man Fast Virus 1-Step Master Mix 2.50 pl
Mezcla cebadores y sonda 0.50 pl
Agua 2.00 pl
Muestra 5.00 pl
Perfil térmico Ciclos T2 Tiempo
Preciclo 1 95° 5
Ciclos 40
Desnaturalizacién 95° 5
Anillamiento 55° 10~
Elongacion 60° 30"

3.8. Deteccion gendomica de los virus EBV, ADV y CMV

Se estudid la posible implicacién en la progresién de la infeccién de la coinfeccién del

VPH con otros virus oncogénicos y con fendmeno de latencia como son el EBV, CMV y el ADV.

La deteccidn y la cuantificacion del ADN viral se realizaron por el método de amplificacion

gendmica y analisis en tiempo real (PCR en tiempo real).

Se realizaron dos PCR distintas: una para la deteccién simultanea de los virus CMV y EBV; y

otra para la deteccion del ADV.

La PCR en tiempo real se realizd en el termociclador Versan KPCR (Siemens healthcare

diagnostics, Suecia) que va a utilizar la mezcla de reaccién comercial “Taq Man Fast virus 1-

Step Master Mix” (Applied Biosystems), una mezcla de cebadores (primers) y una sonda

fluorescente marcada con FAM, VIC o NED dependiendo del virus del que se trate. Los

cebadores, sondas y la mezcla de reaccidn se muestran en las tablas 16 y 17.
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Tabla 16. Cebadores y sondas para las PCR a tiempo real

Virus Cebador Tamaiio Sonda

CMV-TR-S GACTTCAGGGTACTGGAACTTTACT

cMv 82 PB CMV-FAM AACGCAGCTCTTTCTG
CMV-TR-A ATTCGCGCATGATCTCTTCGA

EBV-TR-S GGCTAGGAGTCACGTAGAAAGG

EBV 78 pb EBV-VIC CCAAGTTCCTTCGTCGGTA
EBV-TR-A CTCCATATACGAACACACCG

ADV2-TR-S CCAGGACGCCTCGGAGTA
ADV2-TR-A AAACTTGTTATTCAGGCTGAAGTACGT
ADV4-TR-S GGACAGGACGCTTCGGAGTA
ADV4-TR-A CTTGTTCCCCAGACTGAAGTAGGT

85 pb ADV2-NED AGTTTGCCCGCGCCACCG
ADV

84 pb ADV4-NED  CAGTTCGCCCGYGCMACAG

Tabla 17. Condiciones de la amplificacidon de EBV, CMV y ADV

Mezcla Volumen
Tag Man Fast Virus 1-Step Master Mix 2.50 pl
Mezcla cebadores y sonda 0.50 pl
Agua 2.00 pl
Muestra 5.00 pl
Perfil térmico Ciclos T2 Tiem
po
Preciclo 1 95° 5
Ciclos 40
Desnaturalizacidn 95° 5
Anillamiento 55° 10”
Elongacion 60° 30

Copias (log)/103 células

L]
2

Figura 19. Termociclador de amplificacion a tiempo real y visualizacién de resultados

3.9. Identificacion de pacientes con infeccién por VIH

Para la identificacion de las pacientes que eran VIH positivas se procedié o revisar sus
historias clinicas para comprobar que tuvieran realizada una serologia frente al virus.
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3.10. Analisis estadistico

Todos los calculos estadisticos se realizaron con un programa estadistico para

ordenador, GraphPad InStat V2.04a.

El significado estadistico de la diferencia entre las proporciones se determiné usando
la prueba y” con correccién de Yates o el test exacto de Fisher para variables cualitativas en
celdas 2x2 cuando en la tabla tedrica existia un dato menor de 5, o el global de los datos no
llegaba a 50. Se aplicd el test t-Student para datos no apareados cuando se compararon
medias aritméticas, aplicandose la correccién de Welch cuando las diferencias entre las

varianzas eran estadisticamente significativas.

Se utilizaron test de dos colas para todas las determinaciones. El nivel de significacion
requerido en todos los casos fue de p<0.05, asi como para el cdlculo de los intervalos de

confianza.
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3.11. ANEXOI

3.11.1. Reactivos utilizados en las técnicas de amplificacién genémica (PCR)
Tampdn STE:

10 mM de Tris-HCI (pH: 8)
0,1M de NaCl
< 1mM de EDTA

/7
0‘0
/7
0‘0

Tampdn PCR 10X:

200 mM de Tris-HCI (pH: 8,3)
250 mM de KCI

20 mM de MgCI2

0,5%de Tween 20

0,5% de NP-40

YV V VYV Y

Proteinasa K (Roche®, USA):

Reconstituir con Tris-HCl a 10 mM, dejandola a una concentracion final de 10 mg/ml. Se
Realizaron alicuotas que se conservaron a -20°C

Tampdn con proteinasa K:
» Tampodn PCR 1X, al que se afiade:
o Tween 20al 0,5%
o NP-40al 0,5%
o 0,1 ¢ gde proteinasa-K/ |

Tampdn TAE :

» 20 ml de Modified Tris-Acetate EDTA buffer Concentrate (50X) (Millipore, USA)
80 ml de agua destilada

Tampodn de carga 6X:

> 0,25% de azul de bromofenol

» 40% (p/V) de sucrosa en agua
Agarosa al 2%:

» 2 gde Agarosa NuSieve®uGTG®T, de BioWhittaker Molecular Applications
» 100 ml de Tampdn TAE
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3.11.2. Reactivos utilizados en las técnicas de hibridacion

NaOH/EDTA (NaOH 1 N EDTA 0.5mM):

» NaOH4 N, 10ml
> EDTA500 mM.............. 2ml
P ABUA.uiiiceeeee 100ml

D T 17,53 g
» Citrato sodico.................. 8,82g
) V- {UT- TR 100ml
» Ajustar a pH =7 con NaOH 10N

Solucién Denhardt’s 50X

P FICOll o 5gr

P PVP.eer et 5gr

» Albumina Bovina (Fracciéon V).......... 5gr

P AU 500 ml

> Filtrar y alicuotar en crioviales (25 ul) y guardar a -20°C

PBS 2X, SDS 2%, 1mM EDTA, Denhardt’s 5X

P PBS.eeeeeeeceenn 20 gr (2 frascos)
P SDS.eeeeeee e 20 gr

» EDTAO,5 M...cevveverennn 2 ml

» Denhardt’s 50X............ 100 ml (5X)

P AUt cs.pll

Solucion de lavado 1(PBS 2X, EDTA 1mM)

> AgUa..cceceeececeenenl 1

P AU 11
P PBS.eeeeeeee et 20gr
» EDTAO.5 M....ooeeuveenen. 2ml
P SDS e 10gr
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Mezcla de deshibridacidn: SDS 5% y SSC 1X

> Agua.....................C.5.p 500ml
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4.1. Andlisis de la poblacion a estudio y del grupo control

Se incluyeron en este estudio un total de 234 mujeres con VPH detectable. De ellas,
177 acudieron a una consulta de patologia cervical y estaban en seguimiento durante al menos
3 afios por atipia o displasia cervical asociada a la infeccidn del VPH. Se consideré grupo
control a las 57 mujeres restantes que acudieron a una cita de cribado oportunista de cancer

de cérvix, con citologia normal e infeccidn por VPH 16 y sin seguimiento posterior.
Las caracteristicas generales de la poblacidn estudiada se resumen en la tabla 18.

Tabla 18. Caracteristicas generales de la poblacion

n Edad (afios) ‘Tit_empo de
seguimiento (meses)

Pacientes con patologia 177 37.4+9.2 (19-76) 65.61+42.8
ASCUS 14 41.4 £ 4.2 (22-76) 77.5+12.4
LSIL 71 35.7+2.8 (19-61)® 47.8+34.4
HSIL 92 38.1+9.17 (19-71)" 79.2477.1

Controles 57 35.3+4.9 (20-64)(C) Control puntual

Total pacientes estudiados 234 36.4+ 7.1 (19-76)

*p<0.05entreayb,ybyec.

La edad media de las pacientes estudiadas fue de 36.4+7.1 afios con un rango que
oscilé entre los 19 y los 76 afios. Como se puede observar, la edad media de las mujeres con
HSIL fue significativamente mayor que la de las que tenian LSIL y las pertenecientes al grupo
control (p=0.01). También destaca que el 51.9% (92/177) de las pacientes con patologia

presentaron una lesion epitelial de alto grado (HSIL) al inicio del estudio.

Por otro lado, se observa que el tiempo de seguimiento fue menor de forma

significativa en las pacientes con LSIL cuando se comparan con las que tuvieron HSIL (p=0.006).

El grupo de pacientes con ASCUS no se consideré en las comparaciones anteriores por ser

pequeiio (n=14).

Debido al rango de edad tan grande la poblacidn se estratificé de acuerdo a su edad en
menores de 30, de 31 a 35 y mayores de 35 afios. Se tomaron estos grupos de edad de
acuerdo con las actuales edades de comienzo del cribado del cdncer de cuello de Utero segin

se explica en el apartado de material y métodos.

La tabla 19 y la figura 20 muestran la distribucién de las lesiones que tuvieron las

pacientes al comienzo del estudio estratificadas segun la edad.
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Tabla 19. Dirtribucidn de las lesiones intraepiteliales en funcién de la edad

ASCUS LSIL HSIL
<30 afos 5 27 21
31-35 afios 1 10 21
>35 afios 8 34 50

B ASCUS mLSIL mHSIL

100 -+
=4 54,3
65,6 !
50 /
0 T z T 1
<30 afos 31-35 afios >35 afios
(n:53) (n:32) (n:92)

Figura 20. Distribucion de las lesiones en funcién de la edad (en porcentaje)

Se observa que las pacientes con edades entre 31 y 35 afios tuvieron

significativamente mds HSIL que las menores de 30 afios (p=0.02).

4.2. Distribucion de genotipos de VPH segtn la de edad

La distribucién de los distintos genotipos de VPH y su relacion en las pacientes con
seguimiento con la edad estratificada se detallan en la tabla 20. En la tabla se consignan los
resultados de VPH16, VPH 18 y de las familias a6 VPH, a7 VPH y a9 VPH, los genotipos de alto
riesgo que no se genotiparon a pesar de realizar la hibridacién o secuenciacion del producto
amplificado se agruparon en VPH AR y en las pacientes en que se detecté al menos dos
genotipos diferentes en la misma muestra se reflejan en la tabla como VPH mixtos (tabla 20 y

figura 21).
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Tabla 20. Distribucién de genotipos detectados en funcion de la edad (30 afos)

VPH 16 VPH 18 a6VPH a7 VPH a9 VPH VPHAR  VPH mixtos TOTAL
<30 afios 27 (50.9%) 4 4 0 15 (28.3%) 2 1 53 (29.9%)
31-35afios 15 (46.8%) 1 1 4 7(21.8%) 2 2 32 (18.2%)
>35 afios 44 (47.8%) 5 5 2 27 (29.3%) 5 4 92 (51.9%)
Total 86(48.6%)  10(5.6%) 10(5.6%) 6(3.3%)  49(27.7%) 9 (5.1%) 7 (3.9%) 177

o 6: VPH 53, 56y 66; a 7: VPH 45 y 68; a 9: VPH 31, 33, 35, 52 y 58

100
VPH mixtos

80 4 ® VPH AR
Ve

60 - a9 VPH
m a7 VPH

40 M a6 VPH
[ |

50 VPH 18
B VPH 16

0 T T 1

<30 afios 31-35anos >35 afos

Figura 21. Distribucion de los genotipos de VPH en funcién de la edad

Se observa que el genotipo mas frecuente fue el VPH 16 (48.6%) seguido de los
genotipos de su familia a9 VPH (27.7%). No se observan diferencias significativas entre los

distintos genotipos con los limites de edad establecidos.

La distribucion de los genotipos dentro de las familias a6 VPH, a7 VPH y a9 VPH se
muestran en la tabla 21. Los genotipos que aparecen sombreados en gris corresponden a los

genotipos de alto riesgo incluidos en la nueva vacuna nonavalente.

Tabla 21. Distribucidn de genotipos de las distintas familias

a6 VPH a7VPH a9 VPH
TOTAL
VPH53 VPH56 VPH66  VPH45 VPHG68  VPH31 VPH33 VPH35 VPH52 VPHS58
<30 afios 0 2 2 0 0 6 2 1 2 4 19
31-35 afios 1 0 0 4 0 1 2 1 1 2 12
>35 afios 3 1 2 1 1 7 5 5 4 6 35
Total 4 3 4 5 1 14 9 7 7 12 66
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VPH 53 VPH 56

VPH 58 VPH 66

VPH 45

— VPH
68

Figura 22. Distribucién de los genotipos de VPH dentro de las distintas familias

Dentro de los genotipos de la familia a9 VPH, los mas frecuentes fueron el VPH 31
(28.5%) y el VPH 58 (24.5%). Destaca que 4 de los 5 VPH 45 se detectaron en mujeres con

edades comprendida entre 31y 35 afios.

Se observa que de las 66 mujeres con genotipos conocidos no 16/18, 47 (71.2%)
mujeres tuvieron genotipos incluidos en la vacuna nonavalente, de ellas 24 (51%) tuvieron

edades iguales o inferiores a 35 afos.

4.3. Distribucion de genotipos segun la lesidon epitelial y la evoluciéon de las
pacientes

4.3.1. Genotipo viral y lesion intraepitelial

La distribucion de los genotipos detectados y su relacidon con las atipias y lesiones
intraepiteliales estratificando a las mujeres segin la edad anteriormente establecida se

muestra en la tabla 22.
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Tabla 22. Distribucidn genotipos en relacidn a la lesion epitelial y edad

VPH 16 VPH 18 a6 VPH a7 VPH a9 VPH VPH AR VPH mixtos TOTAL
ASCUS 5(35.7%) 2(14.2%) 1(7.1%) 1(7.1%) 5(35.7%) 0 0 14 (7.9%)
<30 afios 2 1 0 0 2 0 0 5
31-35 afios 1 0 0 0 0 0 0 1
>35 afios 2 1 1 1 3 0 0 8
LSIL 32(45.1%) 5(7.0%) 6(8.4%) 1(1.4%) 18(25.3%) 3(4.2%) 6 (8.4%) 71 (40.1%)
<30 afios 11 0 8 1 1 27
31-35 afios 4 0 0 1 2 1 10
>35 afios 17 0 8 1 34
HSIL 49 (53.3%) 3(3.3%) 3(3.3%) 4(4.3%) 26(28.3%) 6(6.5%) 1(1.1%) 92 (52.0%)
<30 afios 14 0 1 0 5 1 0 21
31-35 afios 10 1 3 5 1 0 21
>35 afios 25 2 1 1 16 4 1 50
TOTAL 86 10 10 6 49 9 7 177

El VPH 16 y los miembros de su familia se encontraron en el 81.5% (75/92) de los HSIL,

en 70.4% (50/71) de los LSIL y en 71.4% (10/14) de los ASCUS. Centrandose Unicamente en el

VPH 16, éste se encuentra en 53.3% (49/92) de los HSIL, en 45.1% (32/71) de LSILy en 35.7%
(5/14) de los ASCUS (ns).

4.3.2. Evolucidn de las lesiones intraepiteliales

Como se comentd en el apartado de Material y Métodos se definié una progresion

como BIEN cuando la lesidn epitelial se redujo o se resolvio y MAL cuando se precisé al menos

una intervencion quirudrgica para eliminar la lesidn. La relacién entre genotipos y evolucion de

las lesiones de las pacientes se muestra en la tabla 23 y la figura 23.

Tabla 23. Distribucién de genotipos en relacion con la edad vy la evolucién de la lesion epitelial

VPH 16 VPH 18 a6 VPH a7 VPH a9 VPH VPH AR m\:::s TOTAL

BIEN 26 (41.2%) 8(12.7%) 5(7.9%) 3(4.3%) 16(25.4%) 2(3.2%) 3(4.3%)  63(35.5%)

<30 afios 10 4 3 0 7 1 25
31-35 afios 4 0 0 3 1 10

>35 afios 12 4 2 1 6 1 28
MAL 60 (52.6%) 2(1.7%) 5(4.4%) 3(2.6%) 33(28.9%) 7(6.1%)  4(3.5%) 114 (64.5%)

<30 afios 17 0 1 0 8 2 0 28
31-35 afios 11 1 4 1 22

>35 afios 32 1 3 21 3 64
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100% -
80% -
60% -
40% A
20%

0%
BIEN <30 afos

31 35 afios

>35 afos

<30 afos

31 35 afios

>35 aflos

Figura 23. Distribucidon de los genotipos en funcién de la edad y evolucidn de las pacientes

El 64.4% (114) de las pacientes evolucionaron mal.

M VPH mixtos
= VPHAR

a9 VPH
ma7VPH
® a6 VPH
mVPH 18
mVPH 16

De ellas, 93 (81.6%) estaban

infectadas por el VPH 16 u otros genotipos de la familia a9 de ellas, 33 (35.5%) no tenian VPH

16. En las mujeres que tuvieron una buena evolucién, el 66.6% (42/63) estaban infectadas por

un VPH 16 o de su familia (p=0.02).

Atendiendo a la edad y la evolucién de las lesiones, de las 53 mujeres menores de 30

afios 28 (52.8%) evolucionaron mal, de las 32 con edades entre 31y 35 fueron 22 (68.7%) y de

las mayores de 35 afos 64 (69.5%). Destaca que la mayoria de mujeres menores de 30 afios

gue evolucionaron mal estaban infectadas por el genotipo VPH 16 o su familia (25 de 28).

La evolucidn de las pacientes segun el tipo de lesidon que tenian se muestra en la tabla

24y en la figura 24.

Tabla 24. Evolucion de las pacientes segun la lesién al inicio del estudio

ASCUS LSIL HSIL
(n:14) (n:71) (n:92)
BIEN 8 38 17
MAL 6 33 75*
P=0.0001
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W BIEN MAL

100
80
60
40
20

ASCUS LSIL HSIL

Figura 24. Evolucidn de las pacientes segun la lesion.

Se puede apreciar que las que tuvieron lesiones de alto grado evolucionaron peor que

el resto de las pacientes (p=0.0001).

4.3.3. Tiempo de progresion y aclaramiento de las lesiones y el virus

a) Regresion

En las 63 mujeres con buena progresién se analizaron los datos del tiempo de
regresion de la misma y del aclaramiento del VPH en las 60 que presentaban una infeccion por
un Unico genotipo (tabla 25 y figura 25). Estos tiempos estan condicionados por los protocolos
existentes para el seguimiento de estas mujeres por las consultas de patologia cervical de los

Servicios de Ginecologia y Obstetricia.

Tabla 25.Tiempo de regresion de la lesion y de eliminacion del VPH en las pacientes que evolucionan BIEN (meses)

TQ regresion lesion/T2 aclaramiento VPH

VPH16 VPH 18 o6 VPH o7 VPH o9 VPH VPH AR

(n:26) (n:8) (n:5) (n:3) (n:16) (n:2) Media
ASCUS-Normal 11 (4-18)" 8! 3" 8 8.245.9 (3-18)"
(n:6) 13 (8-18)’ 18’ 0 0’ 0 6° 14.615.7 (8-18)(4)°
LSIL- Normal 15.2 (3-40)" 20.5 (3-40)" 7.4 (8-10) 12.1 (7-30)" 8! 13.6+10.4 (2-40)"
(n:34) 13.3 (4-39)° 11(3-19)° 8 0 16.4 (3-58)° 6’ 12.9+11.9 (3-58)(28)°
HSIL- Normal 15.8 (6-38)" 10.5 (6-15)" 10.5 (4-17)" 6.8 (6-11)" 12.5+8.8 (4-38)"
(n:20) 13.7 (6-32)° 16 (10-22)° 0 12 (4-17)° 18.2 (6-54)° 0 14.9+12.7 (4-54)(17)*
14.7+#10.1 (3-40)"  14.8+9.5 (3-40)" 10+8.7 (4-30)" 12.249.6 (2-40)"
13.7+10 (4-39)° 13.4+11 (3-22) 16.4+14.7 (3-58)* 13.7+11.8 (3-54)(49)°

1: Tiempo de regresion de la lesion
2: Tiempo de eliminacidn del virus
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28
26
24
22
20
18
16
14
12
10
8
6
4
2
0

ASCUS-Normal ASCUS-Normal LSIL- Normal  LSIL- Normal  HSIL- Normal HSIL- Normal
(lesion) (virus) (lesion) (virus) (lesion) (virus)

Figura 24. Grafico del tiempo en meses de la regresion de las lesiones y del virus

El tiempo medio de regresidn de todas las lesiones fue entorno a los 12 meses, siendo
ligeramente inferior en los ASCUS. De las pacientes con un HSIL 20 (21.7%) aclararon la misma

espontaneamente, asi como 34 (47.8%) de los LSILy 6 (42.8%) de los ASCUS (p=0.0017).

Unicamente 11 (18.3%) pacientes no fueron capaces de eliminar el virus a pesar de
haber eliminado la lesidon. En general el tiempo de eliminaciéon del virus es ligeramente

superior al de eliminacion de la lesidn.
b) Conizacion

La evolucidn y distribucién de genotipos de las 114 pacientes que fueron intervenidas

quirurgicamente se muestra en la tabla 26.

Tabla 26. Distribucidn de genotipos en relacion con la mala evolucion de las pacientes

VPH 16 VPH 18 o6 VPH o7 VPH a9 VPH VPH AR VPH mixtos TOTAL

1Q bien* 52 1 5 2 29 7 3 99
1Q reducen** 1 0 1 4 0 1 11
1Q HSIL*** 4 0 0 0 0 0 0 4

TOTAL 60 2 5 3 33 7 4 114

*Tras una intervencidn quirurgica (1Q) resuelven la lesidn. ** Tras una 1Q reducen la gravedad de la lesidn inicial.
**% Tras una 1Q se mantiene la lesién HSIL.
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El 86.8% (99/114) de las pacientes necesitaron solo una intervencidn quirurgica para
eliminar la lesidn. El VPH 16 fue de nuevo el genotipo mas frecuente (52.6%). En 11 (11.1%) de
las 99 mujeres que resuelven la lesion tras la conizacidon se detecta VPH en el seguimiento.
También se encontré en 9 de las 11 pacientes que redujeron la lesidon. Hubo cuatro mujeres
que a pesar de sufrir varias conizaciones no fueron capaces de resolver la lesidn epitelial.

Todas tuvieron una infeccidn causada por el genotipo VPH 16.

El tiempo de aclaramiento del virus tras la intervencién quirdrgica para eliminar la

lesién se muestra en la tabla 27. En este caso no se incluyeron las infecciones mixtas.

Tabla 27. Tiempo de aclaramiento del VPH en meses tras la intervencion quirdrgica

VPH16 VPH18 a6 VPH o7 VPH o9 VPH VPH AR

(n:60) (n:2) (n:5) (n:3) (n:33) (n:7) Media

. . 11.19.3 (3-53)
1Q/Bien (n:96) 12,9 (3-53) 6,5(6-7) 11(7-23) 13,5(6-25) 8,4(4-22) 12,1 (85/96)
1Q/Reducen (n:10) 6 0 0 6 0 0 6(2/10)
IQ/HSIL (n:4) 0 0 0 0 0 0 0(0/4)

De las 94 pacientes que tras la intervencién quirdrgica aclaran la lesién, 85 (90.4%)
eliminan también el virus en los controles posteriores a la conizacion, realizados en un tiempo
medio de 11 meses. Sin embargo de las 11 pacientes que redujeron su lesién pero no la
eliminaron tras la intervencién quirdrgica Unicamente 2 (18.1%) eliminaron el virus. Tampoco
aclararon el virus las 4 pacientes que mantuvieron la lesién tras la conizaciéon, todas ellas

infectadas por un VPH 16.

4.3.4. Infecciones mixtas

En la tabla 28 se puede observar los genotipos, el grado de lesién y la edad de las
pacientes que presentaron infecciones mixtas. Estas se detectaron en 7 (3.95%) de las mujeres

con seguimiento por lesiones intraepiteliales.

Tabla 28. Distribucion de genotipos en las infecciones mixtas (Edad/afios)

VPH 16/66 VPH 16/31 VPH 16/33 VPH16/35 VPH 18/52/68 VPH31/68 VPH 35/53

*

LSIL 1 (26a) 1 (36a)* 1(35a)* 1(41a)” 1(41a)” 1(35a)

*x

HSIL 1(53a)"

*Pacientes que evolucionan BIEN
Pacientes que necesitan una IQ para resolver al infeccién
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En todas las infecciones mixtas se detecté el VPH 16 o algun genotipo de su familia.

Seis de las 7 las infecciones mixtas se detectaron en mujeres seguidas con lesidn
intraepitelial de bajo grado (LSIL). Respecto a su evolucién 3 de ellas resolvieron la lesion y 4

necesitaron una intervencion quirudrgica para eliminarla.

4.4. Influencia de otros virus en la evolucidn de las pacientes

Se estudio la existencia de coinfeccién del VPH con los virus Epstein-Bar (EBV), Adenovirus
(ADV), Citomegalovirus (CMV) por sus caracteristicas de latencia y oncogenicidad. Esta posible
coinfeccidn se estudié en 132 muestras pertenecientes a 71 pacientes del grupo con patologia
cervical y en 42 pacientes del grupo control, no encontrandose coinfecciéon en ninguna de las

mujeres.

Por otra parte se revisaron las historias clinicas de las mujeres para comprobar su
posible coinfeccidn por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y la influencia de éste en

la evolucién de éstas pacientes.

Asi de las 177 pacientes con patologia Unicamente 77 tenian una determinacion
seroldgica frente al VIH. De éstas, tan sélo 8 fueron VIH positivas. El resumen de la situacion

de estas pacientes y su evolucion se muestra en la tabla 29.

Tabla 29. Caracteristicas de las pacientes VIH positivas

0 .z
. . Estadio . Variante .. .T . Intervencion Resolucion
Paciente Procedencia Edad Genotipo Lesion persistencia L . . .
VIH T350G quirurgica  Citologica Virolgica
(meses)
1 Guinea 40 C3 VPH16 No HSIL 34 Si Si No
2 Brasil 40 C3 VPH18/52/68 HSIL 29 Si No No
3 Espafa 45 B3-C3 VPH56 LSIL 43 Sl Si Si
4 Guinea 42 VPH35/VPH52 HSIL 23 Si Si No
5 Espafa 39 C2 VPH33 HSIL 48 Si(2) No No
6 Guinea 40 C3 VPH16 No HSIL 20 Si(2) No No
7 Espafia 31 C3 VPH58 HSIL 41 Si Si No
8 Espafa 35 B3 VPH16 No HSIL 65 No No No

La distribucidon de genotipos fue muy heterogénea. El 87.5% de la pacientes presentaron
una lesiéon de alto grado. La Unica paciente que presentd un LSIL fue la Unica capaz de eliminar

la lesidn y negativizar la deteccidn de VPH.
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4.5. Influencia de la carga viral en la evolucion de las pacientes

Por motivos relacionados con la fecha de inicio y final del estudio se dispuso de los
resultados de la carga viral (CV) en 104 muestras pertenecientes a 76 mujeres seguidas y en 35
del grupo control. Se estratificd la CV segun los logaritmos de copias/1000 células en <4 log
(10*copias/1000 células), 4-6 log (10*-10°copias/1000 células) y >6 log (10°copias/1000
células), de acuerdo con un trabajo realizado en el laboratorio (Alvarez Argielles et al, 2015).
La relacién de la carga viral maxima de cada paciente con las lesiones intraepiteliales se

muestra en la tabla 30.

Tabla 30. Relacidn entre la lesion y la carga viral

<4log 4-6log >6log
ASCUS (n: 6) 6 0 0
LSIL (n: 32) 10 17 5 p=0.0009
HSIL (n:37) 9 18 10 p=0.01
CONTROLES (n:35) 3 12 19 p=0.01

En el grupo control 19 (54.2%) mujeres presentaban CV superior a 6 logaritmos frente
a 15 (21.7%) de las mujeres con patologia (p=0.01) con CV mayores de 6 log. La mayoria de las
pacientes con lesiones tuvieron CV entre 4-6 log. No hubo diferencias significativas en la carga

viral entre aquellas que presentaban lesiones mas graves (HSIL) y las que no (LSIL).

Se analizé el valor de la carga viral como marcador de evolucién. Para ello se
incluyeron 30 de las 56 mujeres infectadas por VPH 16 ya que era necesario disponer de dos o
mas CV realizadas en su seguimiento. Estas pacientes se muestran coloreadas en amarillo en
las tablas 31 y 32 que resumen las caracteristicas mas relevantes de la evolucion de las
pacientes con determinaciones de carga viral infectadas por un VPH 16 segun la resolucion de

sus lesiones.
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Tabla 31. Evolucién de la carga viral en las pacientes infectadas por VPH 16 que resuelven la lesion

PACIENTE EDAD LESION T350G CARGA VIRAL/muestra (logaritmos) Persistencia* Aclaramiento”

1 35 ASCUS G POS 4.37 1.87 19

2 36 HSIL G 6.25 4 NEG 17

3 39 HSIL G 5.81 POS NEG NEG 38 13
4 27 HSIL G POS POS 4.15 3.93 27

5 29 HSIL T 4.04 NEG NEG NEG NEG 7 7
6 74 HSIL T POS POS 3.44 27

7 35 HSIL T POS POS NEG NEG POS 5.27 3.7 NEG 27 9
8 28 LSIL G NEG NEG NEG 1.43

9 34 LSIL G 7.22 POS NEG NEG NEG 18 9
10 26 LSIL G NEG POS 6.08 NEG 17 12
11 35 LSIL G 4.51 POS 22

12 36 LSIL G 5.78 POS NEG 29 23
13 19 LSIL G NEG 5.29 NEG NEG 8 8
14 52 LSIL G NEG NEG 3.61 295 29 14

15 26 LSIL G 497 1.65 POS POS 24

16 29 LSIL G NEG NEG 1.65 NEG 3 3
17 36 LSIL T 532 4,83 19

18 41 LSIL T 6.62 POS NEG 21 14
19 24 LSIL T POS POS POS 2.85 27

20 23 LSIL T 5.05 POS NEG NEG 12 9

LSIL: Pacientes que evolucionan hasta HSIL a lo largo del sseguimiento.
*Persistencia: T2 en meses que persiste el VPH.
*Aclaramiento: T2 en meses que tarda en que se negativiza la determinacion de VPH.
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Tabla 32. Evolucion de la carga viral en las pacientes que necesitan una intervencidn para resolver la lesion

PACIENTE EDAD LESION T350G CARGA VIRAL/muestra Persistencia*  Aclaramiento”
1 23 HSIL G 5.69 NEG POS* 4,56 8
2 40 HSIL G NEG POS* NEG 5.84 5.27* PSO 15
3 28 HSIL G 3.68 5.2 *POS NEG 30 6
4 24 HSIL G POS POS 5.0* 12
5 42 HSIL G POS 5.64 554 * 25
6 30 HSIL G POS POS* 6.52 591 *NEG 40 9
7 37 HSIL G POS POS POS 4.02 *NEG 16 7
8 23 HSIL G NEG POS NEG* 5.22
9 28 HSIL G 4.75 6.25 *4.54 53
10 47 HSIL G 5.78 *5.1 POS 51 473 56
11 25 HSIL G POS  6.98%* NEG NEG 22 11
12 49 HSIL G *NEG POS POS 3.66 4.24* 18
13 36 HSIL G POS PCiS* NEG POS  POS 6('51
14 24 HSIL G POS 6.66 *NEG NEG NEG '\éE 15 10
15 53 HSIL G 436 *NEG NEG NEG NEG 15 15
16 41 HSIL T POS POS POS 3.88 24
17 40 HSIL T **497 POS 214 4386 31
18 57 HSIL T POS  4.97* NEG NEG 43 35
19 52 HSIL T *NEG *NEG NEG NEG NEG 35'37 6
20 40 HSIL T 4.31 POS *4.78 NEG 24 8
21 48 HSIL T NEG NEG POS 6.47 25
22 40 HSIL T **POS POS 5.02 6.27 22
23 20 HSIL T POS NEG POS 4.64 4.56* 16
24 33 LSIL G 4.44 POS POS* NEG 27 13
25 23 LSIL G 6.44 POS* POS NEG NEG '\éE 15 5
26 47 LSIL G NEG 6.27 *NEG NEG NEG 8 8
27 40 LSIL G 4.31 POS* NEG NEG 19 10
28 36 LSIL G 5.42 POS POS* NEG NEG 24 8
29 31 LSIL G *POS POS NEG 3.83 17
30 24 LSIL G 5.84 5.15 *NEG 23 19
31 22 LSIL T POS NEG POS* POS POS 3;93 '\:EE POS 23
32 37 LSIL T 5.32 7.5 *POS POS 22
33 34 LSIL T POS 4.07* NEG NEG 28 16
34 24 LSIL T POS 471 NEG POS* NEG ’\éE 34 7
35 30 LSIL T 5.34 POS *POS NEG NEG '\éE 27 18
36 56 HSIL T NEG  NEG* NEG NEG NEG 257

LSIL: Pacientes que evolucionan hasta HSIL a lo largo del seguimiento.

*: Momento de la intervencidn quirdrgica.

*Persistencia: T2 en meses que persiste el VPH.
#Aclaramiento: T2 en meses que tarda en que se negativiza la determinacién de VPH.

88



RESULTADOS

La tabla 33 muestra el resumen de los datos de evolucidn de la lesion segun la

variacion de la carga viral.

Tabla 33: Resumen de la evolucidn de la carga viral en las pacientes con VPH 16

Negativo CV mantenida disminucién CV log CV .disminuciéln IC (95%)
(n) (n) (n) (log de copias/1000 células)
BIEN 11 2 3 3,68+2,33 -2.3-4
ASCUS 0 0 1 2,5
LSIL 7 2 1 4,22+2,49
HSIL 4 0 1 2,77+2,18
MAL 0 14 0 -0,024+1,27 -0.7-0.8
LSIL 0 2 0 -0,75%2,02
HSIL 0 12 0 0,003+0,83

Las 14 mujeres que evolucionaron mal tuvieron una carga viral media de 5.12+0.75
logaritmos de copias/1000 células frente a 4.07+0.78 logaritmos de copias/1000 células de las
16 que evolucionaron bien (p=0.0008); ademds mantuvieron esta carga viral elevada
persistentemente a lo largo del seguimiento, su descenso medio fue de -0.024+1.27 (-2.72-
1.71) logaritmos de copias/1000 células. Sin embargo de las 16 mujeres con una buena
evolucidn, 14 disminuyeron la misma o la negativizaron (p<0.0001), en éstas el descenso
medio de la carga viral fue de 3.68+2.33 (0.22-6.62) logaritmos de copias/1000 células. El
intervalo de confianza al 95% de las mujeres con mala evoluciéon fue de 0,7 logaritmos. Por el

contrario, el limite inferior del intervalo de confianza del 95% fue de 2.3 log.

4.6. Influencia de la integracion del genoma del VPH 16 en la evolucion de las
pacientes

Se realizé la determinacion del estado del genoma del VPH 16 en 149 muestras
pertenecientes a 58 pacientes y a 45 mujeres sin patologia. Los resultados de esta

determinacidn segun la evolucion de las mismas y los controles se muestran en la tabla 34.

Tabla 34. Relacion de la integracion y la evolucion de la lesion epitelial

Episomal Integrado Mixto
BIEN 26 0 1
MAL 72 3 2
CONTROLES 40 3 2
TOTAL 138 6 5
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En el 92.6% de los casos el genoma estaba de forma episomal. La relacidn del estado
del genoma del VPH 16 y el grado de lesidon en el momento de su deteccidn a lo largo del

seguimiento se muestra en la tabla 35y la figura 26.

Tabla 35: Distribucion del estado del genoma del VPH 16 segun la lesion

Episomal Integrado Mixto

Controles 40 3 2

Citologia Normal 37 2 2

ASCUS 4 1 0

LSIL 28 0 1

HSIL 24 0 0

60 B EPISOMAL m®mINTEGRADO MIXTOS
40
20
0
ASCUS LSIL HSIL Citologia  Controles
negativa

Figura 26. Estado del genoma del VPH 16 segun grado de la lesion donde se detecta.

Destaca que ninguna de las muestras donde se detecta el genoma integrado se
encuentra en una lesion de alto grado. Los casos de las pacientes en las que el genoma se

encontré integrado y tuvieron mala evolucién se detalla a continuacion.

Paciente 1: HSIL persistente (1 afo) y VPH 16 en forma episomal en dos muestras
realizadas con un intervalo de 8 meses se le realizd una conizacién. En la muestra posterior a
la intervencién quirurgica (6 meses después) se le detecté VPH16 con genoma integrado en
una infeccién mixta con otros genotipos (VPH 35 y 58). En las muestras posteriores no volvié a

detectarse VPH.

Paciente 2: 18 meses después de una conizacién por una lesién HSIL por VPH16

episomal, le reaparece otra lesién HSIL y se le detecta un VPH16 con genoma integrado.
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Paciente 3: Tras una lesidon LSIL persistente por un VPH 16 episomal se le realizé una
conizacidén. A los 13 meses de la intervencién se le detecto un VPH 16 integrado y citologia

negativa.

Paciente 4: Tras 12 meses con una lesién LSIL por un VPH 16 en forma episomal es
sometida a una intervencién quirdrgica y en el control posterior se detecta un VPH 16 en

forma mixta en una citologia negativa.

Paciente 5: HSIL que presenta una forma mixta del VPH 16 tras la cual la paciente es

intervenida y posteriormente no se detecta ni lesién ni virus.

Paciente 6: Lesion LSIL con un VPH 16 en forma mixta que tras 15 meses negativiza sin

necesidad de intervencién quirurgica.

Las 4 primeras pacientes pasan de una forma episomal o mixta a una forma integrada

del genoma.

4.7. Linajesy polimorfismos del gen E6 del VPH16

Se realiz6 la secuenciacién del gen E6 en 63 muestras positivas para VPH 16
pertenecientes a 40 pacientes y a 14 controles, y se obtuvo la secuencia completa para realizar
la filogenia y el analisis de los polimorfismos del gen E6. La figura 27 muestra la relacion

filogénica de los genotipos analizados.
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Figura 27. Arbol filogenético de las muestras secuenciadas y secuencias patrén de cada linaje.

En la tabla 36 se muestran los distintos polimorfismos del gen E6 agrupados a su vez
por las distintas variantes. En el grupo de prototipo europeo (EP) se incluye el sublinaje Aly en
el grupo de variantes europeas (EV) estan incluidos los sublinajes (A2, A3 y A4). Por otro lado
en las variantes no europeas (NE) estan incluidos los linajes B, C y D y todos los sublinajes

correspondientes.
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Tabla 36. Polimorfismos de los VPH 16 en el gen E6 segun la evolucidn

CONTROL BIEN MAL
IQBIEN  1QMAL
EP (n:23) 6 8 1
EV (n:31) 7 7 13 4
1 MUT 350G 5 7 11 4
1327 1
2 MUT 109C+350G 2
256A+289G 1
NE (n:9) 1 6 1
amuT 286A+289G»¥‘SOG
145T+286A+289G+3881+350G 2
5 MUT
143G+145T+286A+289G+ 3981 1
- MUT 131G+143G+145T+286A+289G+ 3381 1 1
145T+286A+289G+ B98I +350G+532G 2
7MUT  109C+132T+143G+145T+286A+280G+ 5881 1

EP: Prototipo Europeo; EV: Variantes Europeas; NE: No Europeas
MUT: Mutaciones

De las 63 secuencias analizadas, 54 (85.7%) pertenecieron al linaje Europeo, y de ellas

31 (49.2%) pertenecieron a alguna variante de este linaje.

Los prototipos europeos evolucionaron bien en 8 (47.1%) de 17 casos mientras que las

variantes lo hicieron en 7 (29.2%) ocasiones de 24 y los no europeos en 1 (12.5%) de 8.

Dentro de las variantes del linaje Europeo el 90% tenian una Unica mutacién siendo

mayoritariamente la variante T350G.

Nueve (14.2%) de las secuencias tuvieron 4 o mas mutaciones, perteneciendo éstas a

los linajes no europeos (africanos, NA y AA).

La paciente que presenta 7 mutaciones tiene cambios especificos de distintos linajes

(europeos y africanos), lo que podria indicar coinfeccién de ambos linajes.

Se detectaron 2 secuencias del sublinaje AA1, distinguible del linaje NA y el sublinaje
AA2 por la presencia de la mutacidn 532G en el gen E6, que pertenecian a la misma paciente
que tuvo mala evolucidn. El resto de las variantes no europeas presentaban mutaciones
correspondientes a los linajes africanos. Destaca que todos estos linajes excepto una paciente

control, necesitaron de al menos una intervencidn quirurgica para eliminar la infeccion.

Respecto a la evolucidén de las pacientes, la presencia del linaje prototipo europeo se
observé indistintamente en las pacientes con buena y mala evolucién, sin embargo las

variantes se observaron mas frecuentemente en aquellas pacientes con mala evolucién. En
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estas mujeres que evolucionaron peor, fueron frecuentes las mutaciones G145T, T286A,

A289G y C335T, ademads de la T350G.

4.8. Influencia de la variante T350G del VPH16 en la evolucién de las pacientes

Se estudidé la presencia de la variante T350G del VPH 16 mediante una técnica de
discriminacién alélica descrita previamente en el apartado de material y métodos en 161
muestras pertenecientes a 62 pacientes y a 38 controles. La relaciéon de este marcador con la

gravedad de las lesiones se muestra en la tabla 37.

Tabla 37. Distribucién de la variante T350G segun la lesion intraepitelial.

T350G T350T
ASCUS (n:4) 2 (50%) 2 (50%)
LSIL (n:17) 8 (47%) 9 (53%)

HSIL (n: 41) 26 (63.4%) 15 (36.6%)

CONTROLES (n: 38) 14 (36.8%) 24 (63.2%)

Se detectd la variante T350G en el 63.4% de las mujeres que presentaron un HSIL,
porcentaje significativo cuando se compara con el resto de las mujeres (p=0.04) y en el mismo
porcentaje se detectd el prototipo en el grupo control no habiendo diferencias significativas

con el resto de las mujeres con patologia (p=0.06).

La relacién entre la presencia de esta variante y la evolucién de las pacientes se

muestra en la tabla 38.

Tabla 38. Relacion de la variante y la evolucidn de la lesidn epitelial

T350G T350T
BIEN (n: 21) 11 (52.4%) 10 (47.6%)
MAL (n: 41) 25 (60.9%) 16 (39.1%)

No hubo diferencia significativa en la frecuencia de esta mutacién en las mujeres
segln su evolucidn, ya que los porcentajes de mujeres portadoras de la variante T350G fueron
similares en los dos grupos de pacientes. También se pudo observar que la presencia de la

variante se mantuvo a lo largo del seguimiento (tablas 31 'y 32).
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La infeccidn de transmisién sexual (ITS) mas comun es la producida por el virus del
papiloma humano (VPH). Este virus es ademas el principal agente etiolégico infeccioso
asociado con el cancer de cuello uterino y otros canceres como el de vulva, vagina, pene o ano,
ademas también puede causar cdncer orofaringeo. A pesar de que se han desarrollado
estrategias para su prevenciéon como las vacunas y el cribado, el problema que plantea el
manejo y el seguimiento de las mujeres infectadas sigue existiendo: la instauracion de las
vacunas no ha solventado la infeccién por otros tipos de VPH oncogénicos, y de hecho en
algunos paises ya se dispone de la vacuna nonavalente, compuesta por 9 genotipos
oncogénicos (Riethmuller et al, 2015); respecto al cribado existen varios protocolos donde
todos parecen estar de acuerdo que la determinacién del VPH es la técnica ideal, pero que
discrepan en el comienzo de la edad de aplicaciéon (SEGO, 2014; WHO, 2014; Burd et al, 2016).
El principal problema que se plantea en el cribado, y cuya solucidn sigue siendo motivo de
investigacion, es su capacidad prondstica, pues cada vez es mayor el nimero de mujeres
jévenes infectadas por VPH que evolucionan mas rapidamente a lesiones de alto grado. Dentro
de los factores de progresidon que pueden ayudar a mejorar ese prondstico se encuentran los
llamados cofactores virales, caracteristicas propias o intrinsecas del virus que influyen en el
desarrollo de la infeccién. Por tanto, se planted este trabajo con el fin de valorar esos
cofactores virales en un seguimiento de al menos tres afios de mujeres infectadas por VPH con

atipia o displasia cervical.

Como era légico esperar, en un primer analisis de la poblacidon a estudio, se pudo
constatar que las mujeres que tienen un seguimiento continuado son mujeres con lesiones,
mayoritariamente con estadios avanzados (HSIL) por la preocupaciéon que causa su lesion en

cuanto a su evolucidn, a su posible resolucidn (conizacidn) y a su recaida.

Sin embargo, un dato sorprendente es que estas mujeres no eran muy mayores al

comienzo del estudio.

La edad media de las mujeres fue de 37 afios. En este primer enfoque de la poblacién a
estudio se observd que la edad media de las mujeres con HSIL fue significativamente mayor
qgue la de las mujeres con LSIL y las pertenecientes al grupo control. Pero cuando la edad se
estratificd se observd que el rango de edad donde hubo mas pacientes con HSIL fue de 31-35
afios. En esta franja de edad dos de cada tres presentaban esta patologia. Estos datos alertan
sobre la presencia de lesiones graves en mujeres jévenes antes de lo sospechado y apunta a

que los controles deberian comenzar primero.
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En el caso de las 14 mujeres con ASCUS al principio del estudio, a pesar de que su edad

fue mayor no se tuvo en cuenta en términos estadisticos por ser un grupo pequefio.

El que haya lesiones en mujeres mdas joévenes puede deberse al cambio de los habitos
sexuales, que pasa por un inicio precoz de las relaciones sexuales y un mayor nimero de
parejas, lo que se traduce en un aumento de la tasa de infeccién por el VPH en la poblacién
(Castellsagué et al, 2012). Aunque la mayoria de las lesiones se aclaran espontaneamente, el
riesgo de progresidn es mas alto cuanto antes comienzan las relaciones sexuales. Asi lo
demuestra un estudio que incluyé 80000 mujeres con edades comprendidas entre 10 y 70
anos, donde se observd que la frecuencia mas alta de lesiones intraepiteliales se encontraba
en la franja de edad de 10 a 19 afos (Braaten et al, 2008). Esto sugiere y apoya que el cribado

deberia de comenzar antes, como ya lo indican otros autores (Kjaer et al, 2014).

Por otro lado, las pacientes con ASCUS y HSIL tuvieron tiempos de seguimiento mas
largos que las que presentaron LSIL. Esto es légico en las pacientes con HSIL, debido a la
gravedad de la lesién y a los tratamientos que requirieron estas mujeres (intervencion
quirdrgica) que se realizaron de acuerdo con la guia de la SEGO (SEGO, 2014). En las pacientes
con ASCUS, el mayor tiempo de seguimiento se puede explicar por su mayor edad, ya que los
porcentajes de aclaramiento de la infeccién por VPH disminuyen al aumentar la misma y
tienen un mayor riesgo de desarrollar lesiones de alto grado que las pacientes mas jévenes
(Erika et al, 2012). De hecho en la ultima guia de la Sociedad Espafiola de Ginecologia para la
prevencion del cancer de cuello de utero, tras una citologia con ASCUS se recomienda un
seguimiento durante 2 afios para valorar posibles progresiones de la lesion (SEGO, 2014).
Otros estudios de seguimiento de ASCUS han demostrado que estos en un 20% evolucionan a
CIN 2 O CIN 3. Estos hallazgos indican que las mujeres con ASCUS tienen que tener un

seguimiento mas estrecho y prolongado (www.aepcc.es).

Asi pues, los datos de seguimiento de mujeres con ASCUS y HSIL son los esperables,
aunque por causas distintas: unas para controlar que no progresan (ASCUS), las otras para

evitar que recaigan tras la conizacién (HSIL).
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5.1. Distribucion de genotipos y su influencia en la evolucién de la poblacion
estudiada y coinfeccidn

Si se analizan los datos en funcién de los genotipos del VPH encontrados se comprueba
que el VPH 16 fue el genotipo mds frecuente en la poblacién estudiada, seguido de los
genotipos 31, 58, 18, 33, 52 y 35. Cabe destacar que muchos de estos genotipos pertenecen a
la misma familia que el VPH 16 (VPH 31, 33, 35, 52 y 58). Estos datos son similares a un trabajo
realizado recientemente sobre 40382 mujeres donde encontraron como genotipo mas
prevalente el VPH 16, seguido del VPH 52, 31 y 18 (Kjaer et al, 2014). En otros estudios tras el
VPH 16, los genotipos mas frecuentes fueron los VPH 18 y 45 (Joura et al, 2014; de Sanjosé et
al, 2010; Guan et al, 2012).

Tanto el VPH 16 como los genotipos mads frecuentes se detectaron con la misma
frecuencia en todos los rangos de edad establecidos. El elevado porcentaje de mujeres jovenes
con una infecciéon por VPH 16 sugiere que la edad de cribado con una prueba de deteccidn
gendmica de VPH se deberia adelantar a edades inferiores a 30 afios, como ya se apuntaba
anteriormente. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la SEGO en sus ultimas guias
sobre el cribado del cancer de cuello uterino proponen que el seguimiento se haga a partir de
los 30 afios con una prueba VPH (SEGO, 2014; WHO, 2014). Incluso en otros lugares como en
Estados Unidos, la Sociedad de Ginecologia Oncoldgica y la Sociedad Americana de
Colposcopia y Patologia Cervical recomiendan un cribado mediante técnicas de deteccion

gendmica cada 3 afios a partir de los 25 afios (Burd et al, 2016).

En el caso de los genotipos de la familia a9 también se observé una distribucidn similar
en los rangos de edad estudiados, lo que indica que los genotipos de la familia del VPH 16
tienen el mismo comportamiento que éste. Actualmente en Espafia existen dos vacunas
comercializadas frente al VPH, una bivalente, Cervarix® (GlaxoSmithKline Biologicals), frente a
los genotipos VPH 16 y 18 y otra tetravalente, Gardasil® (Sanofi Pasteur MSD), que incluye
ademas de los genotipos anteriores, los VPH 6 y 11 causantes de las verrugas genitales. Estas
vacunas han mostrado un gran potencial para el control de la infeccién por VPH 16, 18, 6, 11.
En Australia, donde la cobertura vacunal es alta, se ha visto una reduccién del 77% en la
prevalencia de la infeccién por genotipos de VPH incluidos en la vacuna en mujeres jovenes,
ademas la incidencia de HSIL en mujeres menores de 18 afios descendidé de un 0.85% en 2006
a un 0.22% en 2009 (Hartwig et al, 2015). Sin embargo la alta frecuencia de circulacidn de los
genotipos de la familia a9 VPH podria favorecer el aumento de su incidencia y si se mantiene

en vigor la vacuna actual podrian ocupar el nicho ecolégico del VPH 16.
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Recientemente se ha aprobado por la FDA y la EMA una vacuna nonavalente
(Gardasil® 9) que protege frente a los VPH 31, 33, 45, 52 y 58 ademas de a los 4 genotipos

anteriores (Riethmuller et al, 2015; Van de Velde et al, 2012).

En este estudio el 26.5% de las mujeres estaban infectadas por genotipos no 16
pertenecientes a la familia a9 incluidos en la nueva vacuna nonavalente, que sumadas a las
infectadas por VPH 16/18 alcanzan una prevalencia del 80.8%. Segun estos resultados la
vacuna nonavalente, que incluye todos los genotipos de la familia a9 excepto el VPH 35, seria
de gran utilidad en la prevencion del cancer de cérvix. En un estudio llevado a cabo en Francia
observaron que la vacuna nonavalente superaria en efectividad a la tetravalente frente a la
prevencion del cancer invasivo y las lesiones de alto y bajo grado (Riethmuller et al, 2015).
Hartwig et al observaron que el 89.0% de los canceres anuales que se producen en Europa
estan causados por algun genotipo incluido en esta vacuna (Hartwig et al, 2015), datos que se
asemejan a los encontrados en este trabajo considerando todo tipo de lesiones, no solamente
los cdnceres. Un estudio de prediccidén de la efectividad de la vacuna nonavalente estima que
en Canadd prevendria 171200 diagndsticos de HSIL y 4700 carcinomas in situ a lo largo de 70

afios si se asume una cobertura vacunal del 70% (Van de Velde, 2012).

Por lo tanto, la implantacién de la vacuna tendria unas consecuencias importantes en
el control de la infeccion de los VPH mas frecuentemente relacionados con la progresion a
cancer de cérvix. Sin embargo, no hay que olvidar que todavia el 20% de las mujeres quedarian
desprotegidas y a expensas de la evolucién viral, al que se sumaria un porcentaje nada
despreciable de mujeres que por estar ya infectadas no se beneficiarian de la vacuna. De ahi
que el diagndstico de la infeccién por VPH y la busqueda de factores de progresion debe

continuar.

El VPH 16 también fue, como se esperaba, el genotipo mas frecuente en todas las
lesiones intraepiteliales seguido de los genotipos de su familia: juntos se detectaron en mas
del 80% de los HSIL. Diversos estudios observan que los genotipos VPH 31, 33, 35, 52 y 58
(todos pertenecientes a la familia a9) son mas frecuentes en HSIL que en lesiones de bajo
grado, mientras que los genotipos VPH 39, 51, 56, 59 y 68 son los menos frecuentes y se
encuentran mayoritariamente en mujeres sin alteraciones citolégicas (Guan et al, 2012; Joura
et al, 2014). Otros autores también observaron que la prevalencia de los genotipos de la
familia a9 aumentd al incrementar el grado de las lesiones, y la infeccion por genotipos como

VPH 39, 51, 53, 56, 66 y 68 raramente se observa en lesiones HSIL (Kjaer et al, 2014). En este

101



DISCUSION

trabajo también se puede comprobar que los genotipos VPH 35, VPH 56, VPH 66 y VPH 68

estdn presentes pero en muy baja frecuencia y que disminuye en las lesiones de alto grado.

La prevalencia de genotipos VPH 18 y VPH 45 fue baja, hecho previamente observado
en nuestro entorno (de Ofia et al, 2010). Sin embargo, un estudio a nivel mundial en mujeres
infectadas por VPH observé que los genotipos 18 y 45 fueron mas frecuentes en mujeres con
carcinomas invasivos de cérvix que en mujeres con HSIL, ademds se detectaban mas
frecuentemente en biopsias que en cepillados endocervicales, concluyendo que estos dos
genotipos se infravaloran en los HSIL si no se realiza la detecciéon de VPH en la biopsia tomada
para estudio histoldgico (Guan et al, 2012). Este hecho explicaria porque en este seguimiento
hay una baja proporcidon de estos genotipos ya que todas las muestras estudiadas fueron

cepillados endocervicales.

Aungue eran pocos casos, los VPH 45 se detectaron en mujeres jévenes (31-35 afios) y en
lesiones de alto grado (4 de 5). De Sanjosé et al en el metaandlisis anteriormente citado
observé que este genotipo se encuentra mas frecuentemente en mujeres jovenes y es raro en

pacientes con LSIL y citologias sin alteraciones (Sanjosé et al, 2010).

Uno de los aspectos mas importantes de este estudio es contar con mujeres con un
seguimiento, que aunque puede parecer escaso (al menos 3 afios) permite analizar parametros

de evolucién de la infeccion.

En lo que se refiere a la evolucidn de las pacientes se pudo comprobar que un tercio de
las mujeres lograron resolver su infeccién espontadneamente. Esta tasa de resolucion fue
mayor en las mujeres menores de 30 afios con lesiones leves (LSIL y ASCUS). En el resto de
pacientes las tasas de regresion fueron similares. La resolucidon de la lesidon ocurrié en un
tiempo medio de un afio: 13.6 meses en las pacientes con LSIL, 12.5 en las pacientes con HSIL,
y 8.2 meses en aquellas con ASCUS. Resultados similares a un estudio de 2010 que publicé
tasas de regresion de lesiones en mujeres jovenes de CIN2/3 a CIN1 o negativo del 28% en 15
meses (Moscicki el al, 2010). Similares también a otro estudio que tenian tiempos de

aclaramiento de las lesiones de 11 meses (Goodman et al, 2008).

Atendiendo al genotipo infectante el tiempo de regresién fue de 14.1 meses en las
pacientes infectadas con VPH 16 vy algo inferior, 8.8 meses, con el resto de genotipos. Estos
resultados indican que la regresion de las lesiones escamosas se produce en un tiempo inferior
a dos afios, pasado este tiempo, la permanencia de la lesiéon puede sugerir una persistencia de

la infeccidn, lo que implicaria una mala evolucion. En el tiempo de seguimiento del estudio 11
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mujeres no lograron eliminar el virus. En estos casos el seguimiento debe continuar por el

riesgo de recaidas.

Finalmente, en cuanto a la evolucién, 22 mujeres tuvieron una progresion de su lesion. El
tiempo medio de progresidon hasta lesiones de alto grado, fue de 8.8 meses en las mujeres
con una infeccion por genotipos VPH 16 y 18, mientras que para el resto de genotipos fue de
14.1 meses. En un metaanalisis se observd que las mujeres con un genotipo 16 y 18 tienen
mayor riesgo de evolucionar mas rapidamente a lesiones de alto grado (De Sanjosé, 2013; De
Sanjosé, 2008). El hecho de que haya pocas mujeres que progresen es porque la poblacidn a
estudio tenia lesiones graves mayoritariamente y se suelen intervenir radpidamente al menor

sintoma de progresion.

En este estudio, 114 (64.4%) pacientes necesitaron una intervencion quirdrgica para
eliminar la lesién. De ellas, 93 (81.6%) estaban infectadas por VPH 16 o miembros de su
familia (a9). Tras la conizacién, 99 pacientes tuvieron buena evolucidon en los controles
citolégicos posteriores y hasta el final del estudio a pesar de que 9 de ellas no aclararon el
VPH. Once mujeres redujeron la lesién a LSIL tras la intervencidon quirdrgica, 9 de ellas
mantuvieron la infeccidon por VPH persistente. Solo 4 pacientes mantuvieron hasta el final del
estudio la misma lesion e infeccidn tras la conizacién. En resumen, 99 pacientes resolvieron la
lesién, 11 la redujeron y 4 la mantuvieron. Unicamente 22 (19.2%) pacientes tuvieron una
infeccidon persistente hasta el final del estudio por el VPH, estas mujeres, como se dijo

anteriormente deben seguir con sus controles periddicos.

Los resultados son similares a otros descritos en la literatura donde en un 10-30 % de
los casos de conizacidn la infeccién por VPH persiste a los 6 meses, lo que indica un mayor
riesgo de aparicion de lesidén con respecto a las pacientes que eliminan la infeccion. En este
sentido la guia europea para prevencién del cancer de cérvix ya propone que el seguimiento
postratamiento se realice mediante una prueba de deteccién gendmica ya que predice el fallo
de tratamiento mas rapidamente que el seguimiento citolégico (Arbyn et al, 2010) y ésta
prueba deberia realizarse periddicamente y en intervalos mas cortos que los que indican los
protocolos actuales, que lo alargan hasta 1 afio, para evitar recidivas o confirmar el

aclaramiento.

Esta descrito que tras la conizacion existen tasas de recidiva de lesiones intraepiteliales
de hasta el 15% (Kyehyun et al, 2009). Se consideran como factores que influyen en estas
recidivas la edad, el grado de la lesidn previa al tratamiento, la menopausia, que los margenes

de la pieza de la cirugia estén limpios de lesién y la carga viral previa al tratamiento asi como la
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persistencia de un infecciéon por un genotipo VPH 16, (Kreimerel et al, 2007). Sin embargo
otras publicaciones concluyen que ni la edad, ni la gravedad de la lesidn previa a la conizacién
influyen en la persistencia de la infeccién, mientras que si lo hacen el genotipo de VPH
infectante y la carga viral previa a la conizacidn, siendo el genotipo VPH 16 el que mas se
relaciona con la persistencia (Nam et al, 2009). En este estudio cuatro pacientes fueron
intervenidas en al menos 2 ocasiones y a pesar de ello mantuvieron la lesién inicial (HSIL),

todas estaban infectadas por VPH 16.

Respecto a las infecciones mixtas solo 7 (3.95%) de las mujeres en seguimiento
presentaron una infeccién por varios genotipos de VPH, encontrandose sobre todo en mujeres
con lesiones de bajo grado y con una edad media de 38 afos. Estas infecciones estaban
causadas por 2 genotipos de alto riesgo y tan solo en uno de los casos se encontraron 3
genotipos diferentes. Siempre al menos uno de los genotipos coinfectantes era VPH 16 o

pertenecia a su familia.

Las tasas de infecciones mixtas descritas en la literatura son muy variadas, oscilando
entre el 20-30% (Mendez et al, 2006; Vacarella et al, 2011; Thomas et al, 2000; Wentzensen et
al, 2014; Salazar et al, 2015) aunque hay autores que llegan a describir 79.2% (Del Rio-Ospina
et al, 2015), la gran variacion en la tasa de infecciones mixtas descritas puede deberse al tipo
de poblacion estudiada segln sus factores de riesgo y si la deteccion se realiza en un estudio
de corte de prevalencia (transversal) o en el contexto de un seguimiento de mujeres
infectadas. En un estudio mundial, se estimé que la tasa de infecciones mixtas en Europa era
de un 7% (de Sanjosé et al, 2010), porcentaje ligeramente superior al encontrado en este

trabajo.

Se ha mostrado interés en conocer si la coinfeccion del VPH con otros virus latentes o
implicados también en procesos oncoldgicos, como el EBV, ADV y CMV favorece la progresiéon
de las lesiones (Ammatuna et al, 2000; Lau et al, 2009; Marinho-Dias et al, 2013; Gallo A et al,
2009). En este estudio no se detectd en ningln caso (ni en pacientes ni en mujeres del grupo
control) el genoma de éstos virus, lo que sugiere que las tasas de estas coinfecciones son muy

bajas o al menos no se detecta en las mujeres con una infeccidn persistente por VPH.

También se analizd la infeccion de VPH en 8 mujeres que estaban infectadas por VIH,
se observd que tuvieron infecciones mas largas y graves por diferentes genotipos (16, 58, 33,
35, 56,52, 68, 18), no todos incluidos en la nueva vacuna nonavalente. A pesar de que la
mayoria de las pacientes estuvieran a tratamiento frente al VIH y resolvieran las lesiones

citoldgicas, no fueron capaces de negativizar la infeccién por VPH, a excepcién de una, que
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tuvo la lesion mas leve. Ademas hubo 2 pacientes que no resolvieron la lesién después de
conizaciones repetidas. Estos resultados estdan en consonancia con numerosos autores que
encuentran que las pacientes VIH positivas presentan lesiones mds graves que la poblacion
general (Teixeiro et al, 2012; Zhang et al, 2012). Un estudio publicado en 2016 propone que la
modulacién de las citocinas producidas por el VIH, favorece una infeccidn persistente por el

VPH (Kriek et al, 2016).

5.2. Cofactores virales y seguimiento de las pacientes

Aunque mucho se ha avanzado en el conocimiento de la infeccion por VPH, todavia no
se ha conseguido un marcador que pueda predecir con total seguridad la evolucién de la
infeccidn. Uno de los marcadores mas prometedores es la determinacion de la carga viral, tan
uatil en infecciones por otros virus como el VIH, VHC, CMV,... y cada vez mas presente en los

laboratorios de Microbiologia.

En un primer anélisis de la carga viral (expresado en log de copias/1000 células) puede
sorprender que el grupo control tuvo cargas virales de VPH mds altas que el grupo de mujeres
con lesiones (>6log vs 4-6log). Sin embargo, en el comienzo de la infeccidn cabe esperar una
replicacion muy activa del virus. De hecho, este resultado estd en consonancia con otras
publicaciones que relatan que cargas virales mds altas son necesarias para que el sistema
inmune elimine la infeccién y propone que el aclaramiento de una infeccién por VPH 16 va

precedida de un pico transitorio de carga viral (Monnier-Benoit et al, 2006).

Este dato parece confirmar que una carga viral Unica no es un marcador de prediccion,
por lo que se necesitan seguimientos periddicos para evaluar su eficacia. De hecho, se pudo
observar que las pacientes que necesitaron ser intervenidas tuvieron cargas virales
consecutivas mantenidas y no excesivamente elevadas, en algunos casos incluso tras la
intervencién quirdrgica. Por otro lado, las pacientes que aclararon el virus, tuvieron cargas
virales iniciales altas pero disminuyeron rapidamente o se negativizaron. Estos resultados se
asemejan a lo publicado en un trabajo donde las mujeres con infeccidon por VPH 16 con cargas
virales mas bajas, pero mantenidas, tenian mas frecuentemente una lesidn de alto grado (Del
Rio-Ospina et al, 2015). Otros autores también observaron que mujeres con una infeccién
persistente tenian cargas virales mas bajas, aunque mantenidas, que aquellas con infecciones

transitorias (Manawapat et al, 2012).
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Otro trabajo en 2012 concluyé que hay una relacién entre un aumento progresivo de
la carga viral en muestras consecutivas de mujeres con lesiones que van progresando hasta
CIN3. En este estudio establecieron una regresion lineal entre la carga viral y el tiempo en dias
de progresion de la lesion y observaron que habia una diferencia estadisticamente significativa
de las cinéticas de las pacientes que tenian una infeccidn transitoria y aquellas que
progresaban hasta CIN3 (Depuydt et al, 2012). Estos autores en un estudio posterior intentan
demostrar que la carga viral es un buen biomarcador para diferenciar entre mujeres que
tienen una infeccidon en regresiéon y mujeres con infecciones persistentes. Vieron que las
mediciones seriadas de carga viral podian agruparse en lineales y no lineales. Las cargas virales
con una relacién lineal en descenso pertenecian a pacientes que estaban en regresién de la

lesién (Depuydt et al, 2015).

Los resultados obtenidos en este trabajo avalan estos datos, ya que de las 30
pacientes validas para evaluar la CV como cofactor de evolucidén, las 14 que necesitaron una
intervencidn quirdrgica tuvieron CV entre 4-6 log mantenidas y por el contrario 13 pacientes
con regresion de las lesiones disminuyeron o negativizaron la CV a lo largo del seguimiento. La
significacidén estadistica de estos resultados es un valor afadido para definir la CV del VPH
como un cofactor viral de progresiéon de las lesiones intraepiteliales y por lo tanto su
determinacidén en el seguimiento de las pacientes infectadas por VPH tiene un valor prondstico
de gran importancia y utilidad clinica. Se hace hincapié en el seguimiento ya que también se
demuestra, como publican otros estudios, que una Unica determinacién de la CV no tiene

valor prondstico aunque esta sea elevada (Constandinou-Williams et al, 2010).

Aunque el numero de mujeres es pequefio, los datos de este estudio también
concluyen por medio de herramientas estadisticas que un seguimiento periddico con un
descenso menor de llog es prondstico de mala evolucién y por el contrario un descenso de
2.5log o no detectar el virus en un segundo control se relaciona con una buena evolucién. Son

necesarios mas estudios en este campo para confirmar estos resultados.

Otro marcador viral a estudio es la integracion del genoma viral en el genoma celular.
Se determiné la forma de genoma (episomal o integrado) en 149 muestras con VPH 16 que
pertenecian a 58 pacientes con lesiones intraepiteliales y 45 mujeres pertenecientes al grupo
control, en el 92 % de las muestras estudiadas se detectd la forma episomal no habiendo
diferencias entre las pacientes con distintas alteraciones anatomopatolégicas comparadas con
las del grupo control, ni tampoco hubo relacidon con la evolucidn de las pacientes. A pesar de

que estd aceptado que la integracion del genoma del VPH 16 en el del hospedador es un factor
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que contribuye al desarrollo de las lesiones, hay teorias contradictorias ya que algunos autores
observan que la integracidon se produce casi exclusivamente en HSIL y carcinomas invasivos
(Tono et al, 2001; Hudelist et al, 2004), mientras que otros proponen que hay una integracién
temprana en los LSIL y las infecciones asintomaticas (Kulmala et al, 2006; Andersson et al,

2005; Gallo et al, 2003).

Por ultimo, como marcador intrinseco de la progresién de la infeccidn se propuso el
analisis del gen E6. En 63 muestras pertenecientes a 40 pacientes y 14 controles se secuencio
el gen E6 del VPH 16 para conocer su linaje y las posibles alteraciones que explicasen una mala
evolucidn, ya que existen varios estudios que muestran una asociacién de las variantes no
europeas (NE), sobre todo las Asio-Americana (AA) y Africana (Af) con lesiones mas graves y
un mayor riesgo de progresién e invasién que las variantes europeas (EV) (Sichero et al, 2007;
Xi et al, 2007). De ellas, 54 (85.7%) secuencias pertenecieron al linaje Europeo vy casi la mitad
de éstas (49.2%) presentaban alguna variante del mismo. Las 9 secuencias restantes (14.3%)
fueron no europeas (NE), 7 pertenecian a alguna variante africana y 2 se correspondian con
una variante AA. Las mujeres infectadas con VPH 16 pertenecientes a estos linajes NE tuvieron
una mala evolucién excepto una, que pertenecia al grupo control, seria necesario realizar el

seguimiento de esta paciente.

El escaso numero de muestras estudiadas no permite deducir nada significativo,
aunque los datos sugieren que variantes europeas y linajes no europeos parecen evolucionar
peor que los prototipos europeos. Varios estudios también encuentran una elevada
proporcién de variantes Europeas que alcanzan hasta el 86%. Ademds observan que esta
variante se mantiene a lo largo del tiempo en la evolucién de las pacientes (Zuna et al, 2009;
Geraets et al, 2013). En este estudio se demostré esta persistencia en 9 mujeres a las que se le
pudo realizar la secuenciacion del gen E6 en al menos dos muestras a lo la largo del

seguimiento.

Destaca que una de las pacientes del estudio estaba infectada por un VPH 16 que
presentaba mutaciones que correspondian a dos linajes diferentes (una variante europea y
una africana) lo que puede indicar una coinfeccién por 2 linajes distintos, aunque ya se ha

publicado que la tasa de infeccién por multiples variantes es muy baja (Geraets et al, 2013).

Las variantes del VPH se definen por unos pequefios cambios de nucledtidos en su
secuencia cuando se comparan con la secuencia de referencia. Esta en el caso del VPH 16 es la
primera que se secuencid y se le denomind prototipo (EP) no implicando ninguna importancia

bioldgica (Zuna et al, 2009). Ya que el estudio de variantes no parecia concluyente, se
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analizaron los cambios en los distintos nucleétidos en relacién con el prototipo europeo con el
fin de comprobar si algin cambio gendmico se relacionaba con mala evoluciéon. Como se
comentaba anteriormente, el escaso nimero de muestras limitd este estudio. Sin embargo, se
pudo constatar que las mutaciones G145T, T286A, A289G, C335T y T350G eran frecuentes en
mujeres que evolucionaron mal y precisaron una intervencidén quirurgica. Con respecto a este
ultimo cambio hay estudios que correlacionan la variante europea (EV) T350G con progresion
a cancer, mientras que otros no encuentran diferencias entre ésta y el prototipo (EP). Algunos
estudios asociaban esta mutacién con infecciones persistentes y con el desarrollo de lesiones
cervicales (Zhang et al, 2015).0tros autores también encontraron que esta mutacién se asocia

a mayor persistencia de la infeccién (Cornet et al, 2013).

En este estudio el 46% de las secuencias europeas (E) presentd la variante T350G y se

encontrd por igual en controles y pacientes.

Ademads la variante T350G, cuando se determind por SNP, se detecté de forma
significativa en las lesiones mas graves. Cuando se estudid la evolucién no se encontraron
diferencias significativas en la progresién o no de las mujeres portadoras de esta variante tal
como se ha indicado anteriormente. Sin embargo, lo que si se observé fue que la mutacion
T350G se detecté en un porcentaje mayor en mujeres con HSIL comparado con el resto y se
mantuvo a lo largo del seguimiento de las pacientes, lo que parece indicar que la infeccién
persistente es producida por la misma variante del VPH. Por lo tanto, segun estos resultados,
no se podria considerar la variante T350G como un cofactor viral de progresion pero si podria

ser un marcador de persistencia de infeccién por la misma cepa viral.

En resumen, tras la realizacidon de este estudio de mujeres con un seguimiento de al
menos tres afios por una infeccién por VPH, se puede observar que las lesiones de alto grado
ocurren por igual en mujeres jovenes y mayores y que por tanto es importante que la edad de
comienzo del cribado con pruebas de deteccién de VPH sea antes de los 30 afios y asi prevenir
estas lesiones encontradas en mujeres jovenes. El genotipo mas frecuente fue el VPH 16
seguido de los miembros de su familia, la mayoria incluidos en la nueva vacuna nonavalente.
Respecto a los factores virales de progresion de la infeccion estudiados: genotipo, caga viral,
presencia de la variante T350G y otros polimorfismos del gen E6, segin los resultados
obtenidos, en los programas de cribado y en los seguimientos de las pacientes infectadas por
VPH se deberian utilizar técnicas que permitan conocer el genotipo y la carga viral del mismo.
El genotipo permite saber si es un genotipo con alto riesgo de producir lesiones de alto grado y

la variacién de la CV en un seguimiento con periodos cortos adelantaria el prondstico de la
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infeccidn: si la CV se mantiene persistente seria un indicador de mala evolucidn, por el
contrario su disminucién significaria su aclaramiento. Por ultimo, la deteccion de los distintos
polimorfismos del gen E6 y de la variante T350G en concreto, en distintas muestras pueden
confirmar si la infeccidén persistente es causada por la misma cepa viral. Ademas el diseio de
técnicas de discriminacidn alélica, similares a la empleada para la deteccidon de la variante
T350G, permitiria, sin utilizar técnicas de secuenciacidn, conocer las mutaciones comunes a los

linajes no europeos (T286A, A289G y C335T) que tienen peor evolucion.
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1. En todos los grupos de edad fue frecuente encontrar lesiones graves (HSIL), por lo que el

control de la infeccidn se debe comenzar lo antes posible.

2. ElI VPH 16 fue el genotipo mas frecuente en la poblaciéon estudiada, seguido de los

genotipos de su familia a9 que comprende los VPH 31, 33, 35, 52 y 58.

3. Laedad noinfluyé en la distribucién de genotipos.

4. La resolucion espontdnea de la infeccién ocurre en un periodo de 1 afo, este tiempo es

mayor en las lesiones mds graves (HSIL) o en las producidas por el VPH 16.

5. La intervencidn quirdrgica logra altos porcentajes de éxito, aunque en algunos casos el
VPH persiste, lo que aconseja controles estrechos tras la conizacion hasta el aclaramiento del

VPH.

6. Las lesiones de alto grado estuvieron producidas fundamentalmente por un solo genotipo

de VPH oncogénico; la tasa de infecciones mixtas fue baja.

7. En la poblacion estudiada no se encontraron coinfecciones con otros virus (CMV, EBV o

ADV) que se pueden encontrar en lesiones genitales.

8. Hubo pocas mujeres con infeccion por VIH. Estas mujeres no fueron capaces de eliminar el

VPH tras la conizacion.

9. En un periodo de tiempo inferior a un afo tras el primer control positivo y cuantificado
para un genotipo oncogénico, la CV se erige como factor prondstico de resolucién o evolucion
de lesidon: la Carga Viral elevada y mantenida se comporté como un cofactor viral de mala
evolucidn. Por otro lado la disminucién progresiva de la Carga viral se relacioné con la

resolucion de las lesiones.

10. La integracion del genoma viral en el genoma celular humano fue infrecuente y no se

relaciond con la gravedad y evolucidn de la lesidn intraepitelial.

11. La deteccidén de cuatro mutaciones (G145T, T286A, A289G, C335T) siempre presentes en
las variantes no europeas, permite identificar facilmente estos linajes relacionados con mala

evolucidn o progresion de las lesiones.

12. La variante T350G del VPH 16 se detecté de forma continuada en todas las pacientes
independientemente de su evolucién por lo que se puede considerar un factor viral de

persistencia de la infeccién por la misma cepa.
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