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Resumen

El cancer de cérvix esla segunda neoplasia mas frecuente en la mujer. Hallazgos epidemiol 6gicos y
experimentales han conferido al virus del papiloma humano un papel central en la etiologia de la neoplasia
cervical. Se han asociado mas de 20 subtipos diferentes del virusy con €l carcinoma cervical, todos ellos con
diferente riesgo oncogeénico. El subtipol6 es el méas frecuentemente detectado. Mediante el analisis de los
fragmentos de restriccion de los productos amplificados por la reaccién en cadena de la polimerasa. hemos
estudiado un total de 1057 frotis cérvico-vaginales de pacientes, caracterizadas por presentar algun tipo de
alteracion col poscopica o algun grado de alteracion citoldgica, con €l fin de determinarla prevalencia del virus
del papiloma humano, tanto por grupo de riesgo como por subtipos, asi como estudiar su relacion con € tipo de
lesion citol6gica. Asi mismo valoramos € grado de recidiva o de curacion, tras tratamiento con conizacion y/o
vaporizacion con laser de CO..

Se detectaron secuencias de DNA ddl virus del papiloma humano en 137 de las pacientes estudiadas (12,9%),
caracterizandose € 93,4% de los casos. Encontramos una mayor prevalencia por grupos para el de bajo riesgo,
mientras que por subtipo @ de mayor frecuencia fue, con una diferencia significativa, e subtipo 16 (P<0,004),
seguido del 53y del 58. Existe una mayor prevalencia de lesiones de bajo grado de malignidad en las pacientes
con infeccion por subtipos de riesgo intermedio y bajo, mientras que en las de alto riesgo, la frecuencia de
lesiones tipo neoplasia intraepitelial de alto grado (CINI1 - CIN I11), fue superior. El porcentaje de recu-
rrencias fue del 51, 7%,, presentandose con mayor frecuencia en 10s grupos de mayor riesgo oncogenico.

Todos los hallazgos realizados corroboran € papel de este virus en la patogenia y en € prondstico de las
lesiones encontradas en pacientes infectadas por € virus. Estimamos que €l tipaje del virus del papiloma
humano junto con la colposcopia y la citologia, es ,fundamental para el diagnéstico, pronostico y seguimiento
de estas pacientes.

Summary

Cervical cancer is the second most frequent neoplasia in women. Experimental and epidemiological data have
confered human papillomavirus a central rolein the ethiology of cervical neoplasia. More than 20 different hu-
man papillomavirus subtypes have been associated to cervical carcinoma, and each has been assigned to a
different risk group, in terms of oncogenic potential. The aim of this study was to determine virus prevalence,
both by risk group and by subtype and to study its relationship with the type of cytological lesion observed. We
also evaluated the degree of recurrence and the effectiveness of treatment by conization or laser C02
vaporization.

Polimerase chain reaction restriction fragment was used to study 1057 cervico-vaginal swabs from patients
with abnormal papsmear near and/or col poscopy.

We detected human papillomavirus DNA sequences in 12.9% (n=137) of the patients studies, and
characterized 93.4% of them. By groups, we found a higher prevalence for the low risk group; by subtvpe the
prevalence was highest for 16 (P<0,004), followed by 53 and 58 subtypes. There is higher prevalence of



low-grade lesions at low or intermediate risk subtype infection. In high-risk virus subtypes infected patients, the
most frequently lesions were Intraepithelial Neoplasm of high grade (CIN 11 -C-IN 111). The recurrence rate was
51.7%, been higher in the groups with higher oncogenic risk.

These findings suggest a role for human papillomavirus in the pathogenesis of cervical cancer and the impor-
tance of subtyping to establish a prognosis and suggest that virus typping in adjunct to col poscopy and cytol ogy
isimportant for a correct diagnosis and patient follow up.

Abreviaturas no estandarizadas:

PCR- Reaccion en cadenade lapolirnerasa
I1PV: Virus del papiloma humano

CIN: Neoplasia cervical intraepitelial

hp: Pares de bases

Quimica Clinica 2000 19 (3)195-8

I ntroduccion

El céncer de cérvix es la segunda neoplasia més frecuente en lamujer(1). Los primeros datos epidemiol dgicos indicaron
la existencia de un importante factor de riesgo en un agente oncogénico que posteriormente se identificd como virus del
papiloma humano (HPV) (2).

Bl andigs viroldgico de la pid y de las lesiones genitales demostraron la plurdidad de este virus y la asociacion muy
frecuente de determinados tipos de HPV con & cancer invasivo y la neoplasa cervica intragpitelia (CIN) (3). Exigten
fundadas evidencias, no sdlo epidemiolgicas sno también experimentaes, que confieren d papillomavirus humano un
papd centrd en la etiologia de laneoplasia cervica (4).

Laelevada prevdenciade infeccion por HPV en relacion con la bgaincidencia de cancer cervicd invasivoy sulesion
precursora, la neoplasia cervicd intragpitdid, sugieren que la mayoria de las mujeres infectadas por HPV en un
momento dado no desarrollaran CIN (estadio I11) o cancer. Si lamayoria de las infecciones por HPV son trangtoriasy
se requiere la persstencia vird para€ desarrollo del cancer, eslégico pensar que laidentificacion de factores de riesgo
relacionados con esta permanencia vira nos ayudara a identificar las mujeres con riesgo elevado de desarrollar
neoplasia (4).

Hallazgos experimentales han demostrado que las oncoproteinas virdes E6 y E7, expresadas en la mayoria de los
caccinomas de cérvix asociados a infeccion por HPV, condituyen € mayor determinante en la induccion y
mantenimiento del fenotipo maigno (5).

Se han asociado més de 20 subtipos diferentes de HPV con d carcinoma cervica, aunque € 16 y 18 son los més
frecuentemente detectados.

Se han definido cuatro grupos de HPV con diferente riesgo oncogénico:

-Bgo riesgo: 611, 31b, 42, 43, 44, 53, 54, 59, 61, 62, 66, 67 y 69 presentes en CIN de bgjo grado y raramente en
cancer invasvo.

-Riesgo intermedio: 31, 33, 35, 36, 39, 51, 52 y 58. més prevaentes en CIN que en cancer invasivo.

-Alto riesgo/HPV 16, asociado por igud d cancer invasivo que d CIN.

-Alto riesgo/HPV 18 (18, 45, 46), encontrado mas frecuentemente en los canceres invasivos (6,7).

El prondstico de una lesidn cancerosa de cérvix depende del potencia oncogénico del HPV asociado adla

Latriada, citologia, tipge HPV y estudio histoldgico, junto con € tratamiento de las lesiones precancerosas con | aser
CO, hamostrado muy buenos resultados en € maneo de las pacientes afectas de dicha patologia (8).

En estudios previos determinamos la frecuencia de los subtipos de HPV 6, 11, 16 y 18, en 70 muestras de frotis
vaginaes de pacientes con alguin grado de lesidn citoldgica, mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (9).
El presente trabgjo pretende completar € estudio planteandose una serie de objetivos:

ad Aumentar € nimero de pacientes estudiadas.

b) Andizar mayor nUmero de sLbtipos de HPV

c) Edablecer d gradoy lafrecuencia de las lesiones histolgicas en los digtintos subgrupos de HPV (ato, intermedio

y bgo riesgo)



d) Estudiar d nimero de recurrenciasy d nimero de curaciones tras tratamiento con laser con CO, y/o conizacion,
en las pacientes infectadas por HPV.

Material y métodos

Especimenes

Desde doril de 1997 hemos redizado @ estudio dd tipge dd virus dd papiloma humano a wn tota de 1057 frotis
cérvico-vagindes procedentes de pacientes remitidas desde d modulo de ginecologia oncoldgica dd Hospita
Universtario de Canarias. Todas las pacientes se caracterizaron por presentar alguin grado de ateracion citoldgica,
desde smples atipias hasta e mayor grado de neoplasia cervica intragpitelia (CIN I11).

Protocolo de estudio

Seredizd € andiss segun la descripcion ddl protocolo PV Hfast suministrado por € fabricante Pharma Gen (PVHfat,
Madrid, Espafia, ref., AK-0393-050-01).

Se determinan en primer lugar |os positivos, negativos e inhibidos, mediante una eectroforess en gd de poliacrilamida d
8%, utilizando como marcador de peso molecular  DNA Molecular Weight Marker VIII (Boehringer Mannheim,
Mannheim, Alemania). Seredizala dectroforessa 10 V/cm.

Si aparece una banda de 450 pares de bases (pb) correspondiente d genoma del HPV y ademés una banda a 1200
pb correspondiente a control interno, la muestra serd positiva. S s6lo gparece una banda a 1200 pb, la muestra seré4
negativa S no gparece ninguna banda la reaccion de amplificacion estara inhibida. En este Gltimo caso se purifica
DNA y s vueve aandizar, Sn tomar nueva muestra del paciente, utilizando un equipo de purificacion Pharma Gen. Un
10% de las muestras presentan inhibicion.

A continuacion se procede a la digestion con enzimas de restriccion de aguellas muestras que resulten positivas para
HPV, por una parte con una de las enzimas Unicamente y por otra con la suma de ambas enzimas. Se separan los
productos de la reaccion mediante dectroforesis en geles de poliacrilamidad 8% utilizando como marcadores de peso
molecular |os citados anteriormente.

Al incubar € amplificado de una muestra positiva para HPV con ambas enzimas, la banda de 450 pb se digerira
originando un patrén de bandas caracteritico de cada tipo vira;. El tipo se identifica comparando los patrones
obtenidos en la eectroforesis de las dos digestiones con un esquema que se adjunta en € protocolo. Con este
procedimiento la determinacion de muestras claramente positivas es rel ativamente sencilla.

En la determinacion del subtipo de HPV presente en las muestras claramente positivas, no existe problema excepto
en los subtipos 59/66, 51/40 y 34/44, pues tienen patrones smilares formados por fragmentos de tamafio parecido y la
identificacion del subtipo se hace més laboriosa. Hemos utilizado geles de acrilamida d 8% en vez de los de agarosa
recomendados por la casa comercia con € fin de resolver estos problemas. Aunque en las muestras positivas débiles
problema se agrava, dificultando la interpretacion durante € subtipgie, en ninglin caso supuso un fracaso en la
gportacion de un resultado correcto. (figura 1)

Analisis estadistico

El andiss estadistico de los resultados se rediz6 mediante tablas de contingencias, aplicando en cada caso la prueba
exactade Fisher.

Se hizo un seguimiento de las pacientes para detectar las posibles curaciones tras conizacion y/o laser C02,
entendiendo por curacion la desaparicion total del HPV previamente detectado.
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Figura 1.Calles 1y 2: Subtipo 53. Calles 3y 4, 6 y 7: Subtipo 16. Calles 8y 9, 10y 11 : Coinfeccién Subtipos 31y 6 (Se trata de la
misma paciente). Calle 5: Estandar de pesos moleculares. Cada pareja de calles representa a una misma paciente. La primera
calle es el corte con una enzima y la segunda con ambas enzimas.
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Figura 2. Prevalencia de infeccién por virus del papiloma humano en funcion del grupo de riesgo y de subtipo.



Resultados

Dede abril de 1997 hasta diciembre de 1998 se anadizaron un total de 1057 muestras de frotis cérvico-vagindes
procedentes de las consultas externas de Ginecologia. Se detectaron secuencias de DNA de HPV en 137 de las
pacientes estudiadas (12,9%). Las secuencias encontradas correspondian a HPV caracterizados en 128 de |os casos
(93,4%) y en 9 casos (6,56%) se detectaron subtipos de HPV no identificados. La prevaencia por grupos fue de
41,4% para los de bajo riesgo (54 pacientes), 24,2% paralos de riesgo intermedio (30 pacientes) y 34,3% paralos de
ato riesgo (44 pacientes). La mayor prevalencia por subtipos (figura 2) fue parad HPV 16 (30,2%), en segundo lugar
parae HPV 53 (9,3%) y en tercer lugar parael HPV 58 (8,5%). En 8 casos se produjo coinfeccion por dos subtipos
deHPV.

Lardacion entre  subtipo de HPV detectado y € grado de lesidn histol 6gica presente (tabla 1) demuestra, en generd,
una mayor frecuencia de lesiones de bgjo grado de mdignidad (inferioresa CIN 1) en los pacientes con infeccion de
subtipos de riesgo intermedio y bgo. En los infectados con HPV de dto riesgo lafrecuenciade lesionestipo CIN

[1-111 fue superior alas CIN | (62,1% frente a 37,8%).

Tabla . Relacién entre el subtipo de virus papiloma humano (HPV) detectado y el grado de lesion histolégica presente.

Subtipo HPV <CINI |[CINII-CIN I
«Bg 0 riesgo» 28/47 19/47
«Riegyo intermedio» 15/25 10/25
«Alto riesgo» 14/37 23/37

CIN: neoplasia cervicd intragpitelia

Tabla Il. Porcentaje de recurrencias en funcion del grupo y del subtipo de virus del papiloma humano detectado

Grupo Subtipo Recurrencia Tota
Bgo 53 2(13,3%)
59 1 (6,66%) 26,6%
61 1 (6,66%)
Intermedio 31 3(20%)
58 2(13,3%) 40%
52 1 (6,66%)
Alto 16 5 33,3%

Se redizd a las pacientes una segunda y en ocasiones una tercera determinacion tras tratamiento, en un tiempo
variable entre 6 y 12 meses dependiendo en la mayoria de las ocasones de la paciente y no de lo pautado en la
consulta. Se siguieron 29 casos, entre los cudes @ nimero de recurrencias fue de 15 (51,7% dd totd de casos
seguidos). Por subtipos, € porcentgje de recurrencias fue superior (40%), paralos de riesgo intermedio (Tablall).

El nimero de curaciones tras conizacion y/o laser CO2 fue de 14 pacientes (48,27% de las pacientes seguidas). Por
grupos, aparecieron 9 casos de curacion en € grupo de bgo riesgo (64,2% de las curaciones), 2 en d de riesgo
intermedio (14,2%) y 3 en & de dto riesgo (21,4%).



Discusion

El porcentgje de casos en que detectamos secuencias de DNA de HPV (12,9%) es bgo S tenemos en cuenta varios
hechos.

a) Partimos de una poblacion seleccionada en la que imagenes col poscopicas sugestivas 0 una citologia anorma Sir-
ven de criterio para introducir a las pacientes en d estudio. Las cifras bargadas por otros autores son muy variadas
pero, en la mayor parte de los casos, superiores a las encontradas en nuestro trabgo (11). Es € caso del 82,8% de
positividad de Lombart (6), que parten de una poblacion de 297 pacientes afectas de cancer invasivo de cérvix o de
Adams (8), que partiendo de un grupo de mujeres con las mismas caracteristicas que las de nuestro estudio, obtienen
una cifradd 46%. No se trata pues, de una poblacién presuntamente sanay sin seleccionar, en d cud estariajudtificada
la escasa frecuencia de citologias cérvico-vagindes con infeccion por HPV. Este es @ caso dd trabgjo de Hildeshem
(4) que obtienen un porcentgje del 26% en d estudio de una poblacién 393 mujeres con citologias no patoldgicas.

b) Que la técnica que empleamos en esta ocasion, es capaz de detectar cuaquier tipo de DNA de HPV presente en
la muestra, pudiendo tipificarlo en la mayor parte de los casos. Por o tanto no nos centramos en d estudio de unos
cuantos subtipos de HPY como agunos autores consultados. o incluso, como en @ caso de nuestros propios traba os
anteriores, lo que sl judtificariad bao grado de postividad.

Lafrecuencia por grupos de riesgo es bastante smilar. Aunque @ que destaca de |os tres grupos es  de bgjo riesgo,
no encontramos diferencia Sgnificativa entre dlos.

La frecuencia por subtipos es smilar a la de la bibliografia consultada. sendo sempre d mas frecuente d HPV 16
(6,12), con una diferencia sgnificativa (P<0,004) con respecto a los H?V 53 y 58 que ocupan € segundo y tercer
lugar.

Los subtipos de HPV de intermedio y dto riesgo son los que se han asociado, sobre todo los Ultimos, con la
gparicion y progreson de las lesones genitales hacia cancer invasivo de cérvix (13,14). Con referencia a este hecho
encontramos, una mayor frecuencia de lesones de ato grado, tipos CIN I1'y CIN 111 entre |as pacientes infectadas con
subtipos de HPV de riesgo elevado (16 y 18). Por € contrario, las pacientes con subtipos de riesgo bgjo o intermedio
presentan una frecuencia de lesiones de bgjo grado superior.

Se detecta un porcentge de recurrencias tras tratamiento bastante elevado (51,7%), aunque smilar a lo detectado
por otros autores (4), sendo superior en aguellos grupos con mayor relacion con lagénesis M cancer de carviz, hecho
gue apoya € dato de su claro papd en la etiologia de este tipo de cancer. Ademas. d grupo de pacientes con mayor
ndmero de curaciones tras tratamiento es aquel que presento infeccidon por HPV de bajo riesgo. Incluso en este grupo
de pacientes, la digtribucion con relacion d diagnogtico citolégico es smilar alo comentado, con una mayor frecuencia
de lesones de ato grado (CIN 11-111) entre los subtipos de ato riesgo y una mayor frecuencia de lesiones de bgo
grado (£ CIN |) entre los de riesgo bgjo e intermedio.

Conclusion

El subtipo de HPV detectado con mayor frecuencia en una poblacion de pacientes con dguna dteracion colposcopica
0 citolégica es d 16, con una mayor prevaencia de lesones citoldgicas de ato grado. Los otros dos subtipos mas
frecuentes son @ 53 y @ 58. Hemos encontrado un mayor nimero de recurrencias y un menor nimero de curaciones
tras tratamiento ertre las pacientes infectadas por HPV de ato riesgo. Todos estos datos parecen corroborar € papel
etiolgico de los subtipos de HPV de dto riesgo en la génesis del cancer de cérvix.

La determinacion tipo de leson citologica junto con la deteccion y € subtipge de infeccion por HPV son
fundamentaes en d mangjo de la progresion hacia cancer de cérvix invasivo. Por dlo estimamos que esfundamentd, d
menos en |las pacientes en las que se ha identificado alguna dteracion colposcopica y/o citololdgica, la redizacion de
técnicas encaminadas d diagnodtico y tipificacion de una posible infeccidn por HPV coexigtente
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