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1. INTRODUCCION

El carcinoma epidermoide del cérvix uterino es uno de los tumores mds
frecuentes de la mujer. De acuerdo con una estimacién reciente, el niimero de
nuevos casos que aparecen cada afio en el mundo es de 465.000. Constituye el
tipo de cdncer mds comtn en la mujer en los paises en desarrollo y el décimo en
frecuencia en los paises desarrollados (Mufioz y Bosch, 1989; Parkin y cols.,
1988). Se diagnostica generalmente en pacientes entre los 50 y 60 afios de edad,
pero puede aparecer a cualquier edad después de la pubertad y, en la ultima
década, la incidencia ha aumentado entre las mujeres con menos de 35 afios
(Crawford, 1984). Por este motivo se han desarrollado en los tltimos afios
numerosos trabajos de investigacién sobre la etiologia y epidemiologia de la

neoplasia de cérvix.

Los estudios epidemiolégicos han demostrado que existe una asociacion entre
determinadas conductas y hdbitos sexuales de la mujer o su pareja y el céncer de
cérvix. En este sentido, se consideran factores de riesgo principales, el inicio de
relaciones sexuales a una edad temprana, y la existencia de multiples
compafieros sexuales. Otros factores secundarios de riesgo son: los antecedentes
de infecciones de trasmision sexual, la promiscuidad de la pareja y la
multiparidad. (Ferenczy, 1977; Singer, 1982; Beral, 1984; Zunzunegui y cols.,
1986).
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Debido a la asociacién demostrada entre el cdncer de cervix y los hdbitos
sexuales de la mujer, se ha sugerido que la neoplasia cervical estd causada por
un agente de trasmisidn sexual. En consecuencia, se ha investigado la posible

implicacién de varios agentes infecciosos (Alexander, 1973).

Entre los diferentes agentes causales sobre los que se ha especulado a lo largo de
la dltima década, destacan dos tipos de virus, Herpes simplex tipo 2 (HSV-2) y
papilomavirus humano (HPV), como los candidatos con mds posibilidades. El
Herpes~ simplex tipo 2 es el causante del Herpes genital, y el papilomavirus
‘humano induce una variedad de lesiones hiperplédsicas (proliferativas) que se

denominan papilomas.

El hipotético papel causal del HSV-2 ha sido propuesto en base a a los siguientes

hechos:

(1) Se ha demostrado, mediante métodos histoldgicos, tests seroldgicos y
técnicas de hibridacién, que existe una asociacién entre el HSV-2 genital y la
neoplasia de cérvix (Naib y cols.,1966; Nahmias y cols., 1974; Galloway y
cols., 1983).

(2) Se han identificado secuencias especificas del HSV-2 capaces de

transformar células in vitro (Galloway y cols., 1983).

(3) Se ha observado que los diferentes tipos de HSV humano inducen anomalias
cromosémicas -delecciones y traslocaciones- similares a las que se asocian a
otros tipos de cdncer (Hampar y cols.,1963). Por ejemplo, las células
cancerosas de la mayor parte de los pacientes con linfoma de Burkitt tienen una
traslocaciéﬁ especifica entre los cromosomas 8 y 14 (Klein, 1981). En

consecuencia, se ha especulado sobre la posibilidad de que el HSV-2 represente

3




......................................................................................... Introduccion

un papel andlogo en el proceso oncogénico de cérvix al del virus del Epstein-

Barr en el linfoma de Burkitt (Nahmias y Sawanabori, 1978).

Sin embargo, la relacién causal entre el HSV-2 y el cédncer de cérvix permanece
sin confirmar, después de muchos afios de estudio. En un amplio estudio
prospectivo de reciente publicacién, no se ha demonstrado relacién alguna entre

la infeccién y el subsiguiente cdncer de cérvix (Vonka y cols., 1984).

Los resultados de los diferentes estudios epidemiolGgicos e “in vitro™ efectuados
en los ultimos afios indican que, con toda probabilidad, el HPV es el agente
causal implicado en el proceso oncogénico del cérvix. Aunque esta hip6tesis se
plante6 hace ya mds de 15 afios (zur Hausen, 1974), ha sido dificil de
investigar, hasta fechas recientes, por las limitaciones de los diferentes métodos

de diagndstico de la infeccién.

El HPV ha sido implicado en el proceso oncogénico del cérvix,

fundamentalmente, por las siguientes razones:

(1) Existen casos de transformacién maligna de papilomas inducidos por el
HPV, como papilomas laringeos, lesiones cutdneas de la epidermodisplasia

verruciformis y, de particular interés, condilomas genitales (zur Hausen, 1977).

(2) Se ha demostrado que existe una asociacion entre el HPV y la Neoplasia
Intraepitelial Cervical (CIN). Ademds, esta lesién premaligna puede progresar
hasta convertirse en un cincer invasivo de cérvix (Meissels., 1976; Purola y

cols., 1977).

(3) Se ha demostrado el potencial oncogénico de ciertas variedades del

papilomavirus no humano: la infeccién por el HPV de “Shope” produce tumores
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malignos en la piel de los conejos (Shope, 1933). Ademds, se ha comprobado
que el cdncer de eséfago y de intestino del ganado vacuno se asocian al
papilomavirus bovino tipo 4, aunque se considera que es necesaria la
intervencién de un cocarcinégeno (la quercina) para que se produzca la

transformacioén maligna (Jarrets y cols., 1980).

(4) La trasmisién venérea de la infeccién por HPV del tracto genital femenino es

muy comiin (Meisels y cols.,1982).

En definitiva, si el papilomavirus posee algun potencial para producir la
transformacion maligna de determinadas células, debe ser mediante la induccién
de cambios a nivel molecular, y es en este campo, por tanto, donde se estdn
realizando intensos esfuerzos para determinar los mecanismos implicados en el
proceso. En este sentido, es necesario revisar la informacién que existe en la

actualidad sobre la biologfa molecular del papilomavirus.
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1.1. BIOLOGIA MOLECULAR DEL PAPILOMAVIRUS HUMANO

1.1.1. CLASIFICACION, ORGANIZACION DEL GENOMA Y
FUNCIONES DEL PAPILOMAVIRUS.

Los diferentes tipos de Papilomavirus constituyen, junto con los Polyomavirus,
la familia Papovaviridae. El nombre de la familia deriva de las dos primeras
letras de cada género, es decir, PApilomavirus y POliomavirus, més dos letras

del término agente VAcuolante.

El papilomavirus estd constituido por una doble cadené circular de DNA,

envuelta por una cépside icosahédrica. El didmetro medio es de 50-55 nm. y la

masa molecular relativa de 5 x 10°. Tiene una tinica proteina estructural principal

con una Masa molecular de 5.3 - 5.9 x 10* (Pfister y cols., 1986).

El grupo de los papilomavirus es extraordinariamente heterogéneo. El primer
tipo de papilomavirus descrito fue el HPV de “Shope” del conejo (Shope,
1933), y con posterioridad se han caracterizado los diferentes tipos de
papilomavirus que se encuentran en una amplia variedad de vertebrados,
incluido el Hombre. En la actualidad, se han identificado mé4s de 60 tipos de
HPV humanos. Todos inducen una serie de tumores benignos epiteliales

(verrugas y papilomas) en localizaciones especificas de la piel y mucosas.

La mayoria de los tipos de papilomavirus caracterizados hasta el presente han
sido aislados a partir de la lesién en que se encuentran y, a continuacién, han

sido clonados y amplificados en pldsmidos bacterianos. (Pfister y cols., 1986).
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La figura 1 ilustra los mapas de restriccién publicados de los cuatro tipos de
papilomavirus utilizados en el presente estudio. Aunque no fueron aislados a
excepcion del HPV 6 dentro de su cubierta proteica, como virus ensamblados,

fueron considerados como viricos por satisfacer los siguientes criterios:

1) Un tamafio genémico dentro del rango de 7000 a 8000 pares de bases (bp) ;
2) persistencia en el tejido tumoral en forma fisica episomal (DNA no integrado,
o extracromosémico), como una doble cadena de DNA circular cerrado (que
puede ser ensamblado, teSricamente, en un virus completo); 3) homologia
parcial de sus secuencias con otros genotipos conocidos de papilomavirus; y 4)
organizacién general del genoma semejante a otros papilomavirus no humanos

(Gissmann y cols., 1984).

‘La clasificacién de los diferentes genotipos de papilomavirus se efectda en
funcién de la especie en la que se aislan, y en funcién del grado de homologia de
sus genomas con los de otros tipos ya caracterizados. El DNA de un posible
nuevo tipo es hibridado en fase liquida con el DNA de otro genotipo conocido.
De este modo se determina el grado de homologia entre las dos cadenas de
DNA: si es menor que el 50%, en relacién con la longitud total de la cadena
conocida de DNA, se considera que el DNA desconocido corresponde a un
nuevo tipo de virus. Si hay més de un 50% de homologia, pero la hibridacién
no es completa, el virus desconocido se considera como un subtipo del de
referencia (Coggin y zur Hausen, 1979). El procedimiento es bastante
grosero, y tiende a exagerar las diferencias entre los tipos. Sin embargo, a pesar
de la limitaciones del método, se ha utilizado para clasificar la mayor parte de los
genotipos de HPV conocidos hasta el presente. En la actualidad, se dispone de
sistemas de andlisis por ordenador, que permiten hacer determinaciones de

secuencias con mas precision.




FIGURA 1:

UTILIZADOS EN EL ESTUDIO.

Introduccion

MAPAS DE RESTRICCION DE LOS CUATRO TIPOS DE HPV
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Las lfneas representan los genomas de los diferentes tipos de papilomavirus, que

tienen una longitid totdl de 7.900 pares de bases (bp).
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La homologia entre las cadenas de DNA es el indicador mis fiable de una
relacién evolutiva. Los tipos de virus del papiloma que comparten alguna o
varias propiedades patogénicas tienen secuencias muy similares de DNA. Por
ejemplo, los tipos 6 y 11 de HPV, muy préximos entre si, muestran tropismo
por las mucosas del tracto respiratorio y del tracto genital femenino, donde
producen el mismo tipo de lesién. El HPV 13, que tiene una relacién mds
distante, infecta la mucosa oral. (Pfister y cols., 1986). Si se comparan las
secuencias de aminodcidos que potencialmente codificarian los tipos de HPV
que infectan la mucosa genital (HPV 6, 11, 16 y 18), se comprueba que
presentan semejanzas entre si que no tienen con los tipos de HPV que se
encuentran en otros tejidos, como por ejemplo, el HPV 1 del tejido cutdneo

(Naghashfar y cols., 1985).

A pesar de la gran heterogenéidad de los genomas de los diferentes HPVs, los
tipos individuales son muy estables desde el punto de vista genético (Pfister y
cols., 1986). Los mismos genotipos aislados y clonados independientemente en
diferentes partes del mundo tienen unos mapas de restriccién muy similares; por
ejemplo, el HPV 19 y 20 (Kremsdorf y cols., 1984; Gassenmaier y cols.,
1984).

Las secuencias de nucle6tidos del DNA de los tipos de HPV humanos o
animales caracterizados hasta el presente revelan una organizacién del genoma
muy similar. En general, el DNA genémico de los virus puede dividirse en dos
regiones; la regi6n temprana (E=early), que es expresada antes de la replicacion
viral y, la tardia (L=late), que es expresada una vez iniciada la replicacion del
DNA viral. Esta observacién se ha efectuado en virus propagados en sistemas
de cultivo de tejidos. Como el virus del papiloma humano no crece en cultivo, la
subdivisién se efectia en este caso por analogfa con otros papovavirus. Gran

parte de la informacién disponible en la actualidad sobre las funciones génicas
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del HPV se ha obtenido en estudios realizados en virus de fcil manipulacién en
el laboratorio, como el papilomavirus bovino tipo 1 (BPV 1). La regién
temprana del genoma del BPV 1, responsable de la transformacién, constituye
un 69% del genoma, por lo que se le denomina regién 69T ( Lowy y cols.,
1980). Ha sido dividida en ocho “marcos de lectura abierta” o secuencias
codificadoras de proteinas (“open reading frames”, ORF) que se solapan,
designados con las siglas E1 a E8 (Danos y Yaniv, 1983). Los ORF E1, E2, E4,
E6 y E7 estdn representadas en los genomas de todos los papilomavirus
secuenciados hasta el momento, y se supone que codifican proteinas
funcionales. La regién tardfa ha sido subdividida en dos ORF, L1 y L2. Los
equivalentes de L1 y L2 también se han encontrado en el resto de los
papilomavirus secuenciados, y se considera que codifican las proteinas de la
cépside (Pettersson y cols., 1986). A continuacién de la regién temprana hay
una regién no codificante, de aproximadamente 1000 bp de longitud, que
contiene secuencias de control de la trascripcién. Se reconoce a esta region por
las siglas URR (“upstream regulatory region” o regién reguladora en el extremo
57, y se le asigna la funcién de estimular -por transactivacion- la expresi_én de
los ORF adyacentes. El RNA mensajero (RNAm) resultante de la transcripcion
del DNA viral se procesa segun un patrén regular, pero tanto el transcrito
primario como el RNAm procesado codifican proteinas viricas. La figura 2
ilustra la organizacién general del genoma del BPV 1, que sirve como modelo de
la organizacién del genoma del papilomavirus humano (Chen y cols., 1982;

Schwartz y cols., 1983; Seedorf y cols.,1985).

Se han asignado funciones a todos los ORF del papilomavirus humano, sobre el
modelo del genoma del BPV 1 (Pfister, 1987). Unicamente la regién temprana
del virus se expresa en las células trasformadas. Los genes de la regién tardia,
L1 y L2, que se expresan tinicamente en las células con infeccién productiva,

codifican las proteinas estructurales de la cdpside viral. Las funciones de
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transformacién se atribuyen a los ORF E7, E6 y ES; E1 regula la persistencia
episomal del virus (DNA viral no integrado en la célula huésped), y el
mantenimiento de un alto mimero de copias del DNA viral depende de E6 y E7.
La maduracién de los viriones se asocia a E4. El E2 codifica las proteinas que
modulan el nivel de transcripcién viral, en sentido positivo o negativo,
acopldndose a secuencias activadoras o inhibidoras especificas de URR. El ORF
E2 del HPV 16 humano codifica, al menos, dos proteinas capaces de regular la
transcripcién (Chin y cols, 1988). El producto del transcrito primario (de la
secuencia completa) de E2 tiene un efecto activador. Por el contrario, el
producto del RNAm procesado induce el efecto inverso, al competir con el
primero por los puntos especificos de unién del URR viral. El efecto total
depende de los niveles relativos de ambas proteinas, y el equilibrio normal

produciria un efecto inhibidor de la transcripcién (Ward y cols., 1989).

Por otra parte, se ha planteado la posibilidad de que los productos de E2
regulen, ademds, la expresion de genes de la célula huésped, que respondan a
activadores celulares similares a los de la regién URR viral. Y, en el sentido
inverso, se considera que URR contiene secuencias estimuladoras de la
transcripcién que no son reguladas por el ORF E2 viral, y que en cambio
responden a estimulos hormonales o a determinados productos de la célula
huésped (Chan y cols., 1989). Esto implicarfa la existencia de un complejo
sistema de control de la expresién de los genes tempranos y tardios virales por

factores especificos de la célula huésped, y viceversa.
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FIGURA 2: Mapa de la organizaci6én del genoma del Papilomavirus Bovino 1
(Chen y cols., 1982), y de los papilomavirus humanos 6b y 16 (Schwartz y
cols., 1983, Seedorf y cols., 1985).
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1.1.2..BIOLOGIA DE LA INFECCION POR PAPILOMAVIRUS.

El papilomavirus humano infecta el epitelio escamoso en lugares especificos de
la piel y mucosas. Como consecuencia de la infeccién, se producen una serie de
lesiones proliferativas, cuyo patrén de crecimiento depende del tejido y del tipo
de HPV. El periodo de incubacién varia de varias semanas a meses; algunas
lesiones regresan espontdneamente, mientras que otras progresan (Rowson y

Mahy, 1967).

El ciclo de replicacién viral estd estrechamente ligado al proceso de
diferenciacién del epitelio. Se considera que el HPV infecta inicialmente las
células basales del epitelio, por contacto directo en 4reas expuestas, como por
ejemplo en los puntos de microabrasién, o en la zona de transformacién de la
mucosa cervical. La réplicacién independiente del virus parece estar bloqueada a
este nivel por factores de la célula huésped (zur Hausen, 1987). A medida que
avanza el proceso de diferenciacién y queratinizacién del epitelio (en los
sucesivos estratos), los mecanismos de bloqueo mediados por la célula se
relajan, por lo que se produce la replicacién viral, la sintesis de las protefnas
estructurales y la maduracién de las particulas virales. Los genes tempranos del
virus (ORF E1-E8), que controlan la sintesis del DNA viral, se expresan
unicamente en los estratos basales del epitelio mientras que los genes tardios (L1
y L2), que codifican las protefnas de la cdpside viral, se expresan en los estratos
superficiales. Las infecciones por papilomavirus, por tanto, solo son
productivas en los queratinocitos m4s diferenciados. La atipia coilocitética de las
células superficiales, que representa el efecto citopético inducido por el HPV, es

el resultado de la acumulacién de las proteinas viricas (Pfister, 1987).
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1.1.3. “ESTADO FISICO” DEL DNA DEL PAPILOMAVIRUS EN LAS
CELULAS.

Diferentes estudios han demostrado que el DNA de los tipos 167y 18 de HPV se
encuentra con frecuencia integrado en el DNA cromosémico de las células de los
tumores malignos (Yee y cols., 1985; Schwarz y cols., 1985; Lehn y cols.,
1985). Debido a este hecho, se ha propuesto que la integracidn, en su totalidad o
en parte, del DNA del virus en la célulahuésped es el acontecimiento clave que
condiciona la progresion hacia la malignidad de las lesiones preneopldsicas. Los
tipos 6 y 11 de HPV, generalmente asociados a tumores benignos, se mantienen
por el contrario en las células infectadas como moléculas circulares de DNA
extracromosémico (Gissmann y cols., 1982). Ademds, se ha comprobado que
cuando el HPV 16 también estd presente en los tumores benignos, su estado

fisico es siempre episomal (Durst y cols., 1983; McCance y cols., 1985).

Las células tumorales pueden contener una copia tinica de]l DNA viral integrado,
o tandems de muiltiples copias repetidas, unidas cabeza con cola, integrados en
varios puntos del genoma de la célula huésped. Es sigxliﬁcativo el hecho de que
el patrén de integracién del virus en el DNA de la célula huésped sea
monoclonal. Esto sugiere que este acontecimiento tiene lugar con anterioridad a
la expansién clonal del tumor. Adefnés, el patrén de interrupcién de la cadena de
DNA viral también es relativamente constante: la recombinacién del DNA viral
con el DNA de la célula huésped se produce generalmente a nivel de los ORF E1
o E2, y con mucha menos frecuencia a nivel del ORF L2 (Pater y cols., 1986;

Choo y cols., 1987).

El conocimiento de estos hechos proporciona claves importantes para la
comprensién de los mecanismos moleculares mediante los cuales el HPV

modifica las propiedades proliferativas de las células infectadas. La integracion
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del virus mediante la recombinacién a nivel de E1 o E2 deja los ORF E6 y E7
-implicados en la transformacién de la célula huésped-, directamente acoplados a
las secuencias promotoras de URR (regién controladora de la transcripcion,
figura 2), por lo que se produce su continua expresion. Los restantes genes del
virus, por el contrario, quedan desacoplados de las secuencias promotoras de
URR, de modo que se interrumpen las restantes funciones viricas. Por otra
parte, y también como consecuencia de la integracién del DNA viral, se produce
la yuxtaposicién de las secuencias E6 y E7 del virus con las secuencias
adyacentes del DNA de la célula huésped, lo que puede dar lugar, con el sistema
de control (E2) de finalizacién de la transcripcién desactivado, a la produccién
de transcritos de fusién (RNAm codificado por E6 y E7 ligado a RNAm
codificado por el DNA de la célula huésped). Teoricamente, los transcritos de
fusién podrian tener unas propiedades alteradas, como por ejemplo, una vida
media m4s larga, o una mayor estabilidad, lo que se traducirfa en un incremento

de la actividad de la proteina codificada por E6 y E7 (Durst y cols., 1985).

En resumen, la integracién del DNA del HPV en la célula huésped puede
representar un acontecimiento critico en la progresion de la neoplasia cervical.
La divisién celular incontrolada que resulta de la integracion podria aumentar la
suceptibilidad celular a otros factores carcinégenos exégenos que completarfan

el proceso de desarrollo neoplésico (Popescu y Dipaolo, 1989).
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1.1.4. EL PAPILOMAVIRUS Y GENES CELULARES.

Se dispone de muy escasa informacién acerca del papel que desempeifian los
oncogenes y antioncogenes celulares en la transformacién maligna de las células
epiteliales infectadas por el HPV. Se ha demostrado que los oncogenes c-myc y
c-Ha-ras se encuentran activados en carcinomas cervicales que contienen el
HPV, y en las lineas celulares derivadas de los mismos ( Riou y cols., 1984).
En los primeros estadfos tumorales, el nivel de expresién de c-myc parece estar
estrechamente relacionado con el prondstico: cuanto menor es éste, mayor es la

tasa de supervivencia a los 18 meses ( Riou y cols., 1987).

Hay también evidencia indirecta que sugiere la implicacién de un antioncogén
celular (factor de interferencia celular, o CIF) en la progresién de las lesiones
preneopldsicas a carcinomas invasivos. Se ha propuesto que el desarrollo del
cancer es el resultado del fracaso de un mecanismo intracelular de control de la
expresién del HPV, ante la presencia persistente del genoma de éste en la célula
huésped. Determinados cofactores externos, como el tabaco, ciertos virus o
metabolitos mutdgenos producidos en las infecciones crénicas, podrian inducir
cambios en un antioncogén celular (CIF). Como consecuencia, el CIF quedaria
inactivado, lo que a su vez conllevarfa la expresién incontrolada del DNA del

papilomavirus (zur Hausen, 1989).

La comprobacién de la hipétesis de la implicacién del papilomavirus en el
proceso oncogénico del epitelio cervical depende, logicamente, de la
disponibilidad de las técnicas para la demostracién de la presencia del virus, que

se revisan a continuacion.
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1.2. METODOS DE DETECCION DE LA INFECCION POR
PAPILOMAVIRUS

La infeccién por el HPV fue reconocida inicialmente por la apariencia
caracteristica del condiloma acuminado. Con posterioridad, se confirmé la
presencia del virus en este tipo de lesiones mediante la microscopia electrénica,
despuéé mediante la demostracién de antigenos virales, y finalmente mediante
las técnicas de deteccién génica. A medida que los métodos de diagndstico de
laboratorio fueron desarrollandose, se pudo comprobar que la infeccion podia
existir sin manifestaciones clinicas, es decir, de forma latente. Las infecciones
subclinicas podian ser detectadas mediante la identificacién de células
caracteristicas en preparaciones citolégicas e histoldgicas, y por colposcopia,
mientras que las infecciones latentes solo eran detectables por métodos de
hibridaciéon de DNA. En este apartado se revisan los diferentes métodos
diagnésticos desarrollados hasta el presente (observacién clinica, citologia/
histologfa, immunocitoquimia, técnicas de hibridacién de DNA y PCR), y en

particular, sus aplicaciones y limitaciones técnicas.

1.2.1. OBSERVACION CLINICA.

La infeccién por HPV del tracto genital femenino se manifiesta clinicamente por
la presencia de una lesién caracteristica, denominada condiloma acuminado (o
papulosis bowenoide). La infeccién subclinica puede demostrarse mediante el
examen colposcépico del tejido infectado. Sin embargo, las infecciones que se

expresan clinicamente representan probablemente s6lo un pequefio porcentaje
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del total, por lo que los métodos clinicos de diagnéstico -exploracién fisica y
colposcopia- tienen una sensibilidad limitada. Ademds, no es posible la
identificacién de los diferentes tipos de papiloma sobre la base del aspecto de la
lesién y, son precisamente las infecciones por los virus de “alto riesgo”, el HPV
16 y 18, las que tienden a expresar manifestaciones menos floridas (Syrjanen,

1989).

1.2.2. MICROSCOPIA OPTICA.

Determinadas infecciones viricas pueden condicionar cambios en la morfologia
celular que son especificos de la enfermedad, y que pueden observarse en las
muestras histoldgicas o citoldgicas. Las células infectadas por el papilomavirus
tienen una apariencia caracteristica. En los frotis de cérvix tefiidos con la técnica
de Papanicolaou, se considera como especifico de la infeccién, la presencia de
células de aspecto caracteristico: los coilocitos y las células disqueratosicas. Los
coilocitos son células epiteliales superficiales, con niicleo hipercromético, halo
claro perinuclear, y con citoplasma denso, que se reduce a un delgado ribete
periférico. Las células disquerat6sicas proceden de estratos intermedios del
epitelio cervical y se caracterizan por su nicleo hipercromdtico y citoplasma
densamente queratinizado. Otros signos morfolégicos, como la bi-
multinucleacién y la paraqueratosis, se asocian también a la infeccion por HPV,
pero se consideran poco especificos (Coleman and Richman, 1985.; Meisels,
1976). En las muestras histolégicas, el epitelio cervical infectado por HPV
presenta una marcada proliferacién celular, que ocasiona la formacién de los
pliegues caracteristicos de las lesiones papilomatosas o condilomas.
Ultimamente, se ha comprobado que el papilomavirus es también causante de

lesiones no papilomatosas, denominadas condilomas planos, que pasaron
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inadvertidas con anterioridad. La presencia de coilocitos y de células
individuales queratinizadas permite reconocer la etiologia virica de estas

lesiones.

Sin embargo, y a pesar de que los criterios para el diagndstico cito/histolégico
de la infeccién por el virus estdn bien definidos, la utilidad de la microscopia
6ptica (M.O.) en la demostracién de la infeccién es limitada. Fundamentalmente,
porque existe un cierto grado de subjetividad en la interpretacién de los cambios
morfolégicos inducidos por el virus, e incluso se han encontrado variaciones
significativas entre los diagndsticos de diferentes observadores (Robertson y
cols., 1989). Por otra parte, se considera que la M.O. no tiene aplicacion para la
identificacién de los tipos especificos de HPV (Jenkins y cols., 1986). Se ha
sugerido que la presencia de mitosis anormales en el condiloma plano es
indicativo de infeccién por el tipo 16 de HPV (Crum y cols., 1984), pero otros

autores no han podido confirmar esta observacion.

No obstante, y a pesar de sus limitaciones, la M.O. es en la actualidad la base
diagnéstico de la infeccién y del subsiguiente seguimiento/tratamiento de la

paciente.

1.2.3. MICROSCOPIA ELECTRONICA.

El virus del papiloma tiene un didmetro méximo de aproximadamente 54 nm, y
al microscopio electrénico (M.E.) aparece como una particula icosahédrica en el
nicleo de las células con infeccién productiva. (Coleman y Richman, 1985). La
M.E. se aplica en investigacién clinica, y se ha utilizado para demostrar la

presencia de HSV y HPV en muestras de cérvix uterino. Sin embargo, el
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rendimiento de la técnica es muy limitado y se acepta en general que la M.E.
tienen una aplicacién minima en el campo del diagnéstico de HPV (Ferenzy y

cols., 1981).

1.2.4. CULTIVO DE TEJIDOS.

El cultivo de tejidos es un método sensible y especifico para la identificacion de
algunos tipos de virus, como el HSV. Sin embargo, por el momento, no se ha
desarrollado un sistema capaz de soportar el cultivo productivo del
papilomavirus humano, a pesar del considerable esfuerzo invertido (Rowson y

Mahy, 1967; Butel, 1972; Cubie, 1974 y Eisinger y cols., 1975).

1.2.5. IDENTIFICACION INMUNOHISTOQUIMICA DE ANTIGENOS
VIRALES.

La immunohistoquimica se ha utilizado con éxito en la deteccion de antigenos de

HPV en cérvix y otros tejidos (Walker y cols., 1983; Kurman y cols., 1981).

La muestra de tejido a analizar se incuba con el anticuerpo obtenido frente al
~antigeno de interés (puede ser monoclonal o policlonal) en un animal
inmunizado. El anticuerpo estd marcado con una particula fluorescente o
coloreada que, bajo las condiciones adecuadas de iluminacién, se puede
identificar con el microscopio 6ptico. De este modo, se localiza el antigeno, y
por tanto, al agente infeccioso por un procedimiento denominado método

directo, ya que el marcador estd atado directamente al anticuerpo especifico. Las
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particulas fluorescentes utilizadas comunmente son la rodamina y el
isothiocianato de fluoresceina. Para la observacién en condiciones normales de
iluminacién se emplea en general la enzima peroxidasa de rdbano (Nakane y
Kawaoi, 1974), que al reaccionar con un sustrato adecuado, como
tetrahidrocloruro de diaminobenzidina (DAB) produce una sustancia final
coloreada, que marca la localizacién del antigeno. En los dltimos afios, se han
desarrollado varios métodos inmunohistoquimicos indirectos. El que se utiliza
comunmente es el denominado método “sandwich’: el tejido de interés se incuba
con el anticuerpo especifico frente a antigenos de la cdpsula viral. A
continuacién se aflade el segundo anticuerpo, dirigido contra el primer
anticuerpo, y marcado con una enzima o una particula fluorescente. El método
indirecto tiene como ventaja frente al directo su mayor sensibilidad (Heyderman
1979). Un tercer método, ampliamente utilizado, es el denominado de la
peroxidasa-antiperoxidasa o P.A.P. Se trata también de un procedimiento
indirecto; el primer y segundo anticuerpo no estdn marcados, y el tercero es un
complejo inmune de peroxidasa-antiperoxidasa. El segundo anticuerpo actia
como un puente entre el primer anticuerpo y la antiperoxidasa (Heyderman
1979). Como alternativa, se ha desarrollado el método del complejo avidina-
biotina, de mayor sensibilidad. Se emplea un segundo anticuerpo unido a una
molécula de biotina, que a continuacién se incuba con el complejo avidina-

biotina-peroxidasa. La reaccién se visualiza también con DAB.

La immunohistoquimica, aplicada para la deteccién de antigenos del HPV, tiene
dos inconvenientes fundamentales: no permite la identificacién de los tipos
especificos del virus, y es una limitada sensibilidad, ya que dnicamente detecta
las proteinas viricas codificadas por los genes tardios (L.1) del virus, que sélo
pueden expresarse en las células epiteliales mds diferenciadas. Por tanto, el
porcentaje de muestras positivas desciende a medida que aumenta el grado de

malignidad de la lesién, desde CIN 1 hasta carcinoma invasivo. De todos
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modos, si se comparan las técnicas de deteccién de antigenos con la microscopia
electrénica, utilizando como evidencia de la infeccién por HPV la presencia de
coilocitos en muestras citolégicas, se demuestra que tienen una mayor
sensibilidad (Ferenczy y cols., 1981). La especificidad de las técnicas de
deteccién immunohistoquimica ha sido confirmada en varios laboratorios;
virtualmente, en el 100% de las muestras positivas se identifican viriones con el

microscopio electrénico (Kurman y cols., 1981).

En resumen, las diferentes técnicas mencionadas tienen un inconveniente en
comuin: se requiere que el virus tenga actividad transcripcional, de traduccién, y
sintetice proteinas viricas, para que pueda ser detectado. Si se utiliza la
microscopia electrénica es necesario, ademds, que se produzcan particulas
viricas completas. Como la infeccién por HPV s6lo es productiva en las células
epiteliales diferenciadas, unicamente las células mds superficiales contienen
particulas viricas. Sin embargo, el genoma del virus sin actividad puede estar
presente en otras células epiteliales. Por lo tanto, el procedimiento mds fiable de
deteccién del HPV serd aquel que permita la identificacién inequivoca del

genoma viral.

1.2.6. METODOS DE DETECCION GENICA

En la actualidad, se emplean una variedad de técnicas de deteccion génica para
demostrar la presencia de los tipos especificos de HPV en los tejidos. Algunas
se aplican directamente a la muestra de células o tejidos (hibridacion in situ, y su
variante, hibridacién in situ en filtro), y otras exigen el aislamiento previo del

DNA de 1a muestra (Southern-blot, Dot/ Slot-blot, y recientemente, PCR).
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Los diferentes métodos de deteccién génica desarrollados hasta el presente se
basan, en definitiva, en la capacidad que tiene una cadena simple de DNA de
ensamblarse con la correspondiente cadena complementaria, un proceso que se
ha denominado hibridacién. Se requiere que una de las cadenas, el DNA
desconocido, se encuentre inmovilizada en un soporte sélido, y que la cadena

complementaria, llamada sonda, esté€ marcada de forma que pueda ser detectada.

La capacidad que tiene el DNA de unirse de forma reversible a una membrana de
nitrocelulosa fue descubierta hace mas de 20 afios (Nygaard y Hall, 1963). Poco
tiempo después se demostr6 que tal unién se convertfa en irreversible si el filtro
era sometido a una temperatura de 80° C. durante un cierto tiempo (Gillespie and
Speigelman, 1965). La naturaleza de esta unién es desconocida, aunque se ha
sugerido que implica la formacién de puentes de hidrégeno o de interacciones

hidrofébicas entre las bases del DNA vy la nitrocelulosa (Seed, 1982).

El Southern-Blot es la técnica de deteccién génica méds comunmente utilizada
(Southern, 1975). En primer lugar, el DNA se aisla de la muestra de interés para
ser sometido, a continuacién, a un tratamiento con enzimas de restriccién. De
esta forma, se producen una serie de fragmentos de una longitud determinada,
especificos del genoma en estudio, que son separados en base a su tamafio,
mediante electroforesis en un gel de agarosa o poliacrilamida. E1 DNA fijado al
gel se desnaturaliza en un medio alcalino, y se neutraliza. A continuacién, se
procede a efectuar la transferencia de las bandas de DNA a un filtro de nylon o
de nitrocelulosa, mediante accién capilar. Las posiciones de los diferentes
fragmentos de DNA se conservan en este proceso, de modo que el filtro se
convierte en una réplica exacta del gel. Si se somete al filtro a una temperatura de
80° C, el DNA queda fijado de forma irreversible. Las secuencias especificas se
detectan incﬁbando el filtro con una cadena simple de la sonda de DNA marcada

con un is6topo radioactivo, en unas condiciones adecuadas para que se produzca
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la hibridacién.

Aunque su utilizacién estd muy extendida, tanto para la deteccién de
determinadas secuencias del DNA genémico como para el andlisis de secuencias
clonadas de DNA, el Southern-Blot presenta algunas limitaciones técnicas. El
principal inconveniente es que se requieren cantidades grandes de DNA -
aproximadamente entre 5 y 10 microgramos- para la demostracién del virus en
una muestra de DNA genémico (Maniatis y cols., 1982). La sensibilidad de
deteccién es de 0,1 copias del virus por célula huésped. Aparte de intentar
mejorar la sensibilidad de las técnicas de deteccién, es poco lo que se puede
hacer para superar este problema. Otra desventaja de la técnica es que los
fragmentos largos de DNA -de més de 10 Kbp- no se transfieren de forma
eficiente al filtro, y los fragmentos pequefios -de menos de 200 bp- no se unen

con facilidad a las membranas de nitrocelulosa (Wahl y cols., 1979).

Cuando se trata de demostrar simplemente la presencia o ausencia de una
secuencia particular en una muestra de DNA, la técnica de Dot-blot o Slot-blot se
utiliza como alternativa a la de Southern-blot. Al igual que en el Southern-blot,
se requiere el aislamiento previo del DNA a analizar. El DNA se transfiere
directamente al filtro, donde se desnaturaliza y se fija a 80° C (Anderson y
Young, 1985). Para efectuar la transferencia se utiliza un aparato de succién por
vacfo (Manifold). (Bowles y cols., 1986). El método de Slot-blot es con
frecuencia mds sensible que el Southern-blot, ya que tanto las secuencias
intactas como las parcialmente degradadas pueden contribuir a la sefial, con la
ventaja adicional de que se requieren cantidades mucho menores de DNA -
aproximadamente 500 nanogramos-. La sensibilidad de deteccién es de 1 copia
del virus por célula huésped. Sin embargo, la especificidad es menor, y es
necesario un disefio riguroso de los controles positivos y negativos, para evitar

resultados falsos positivos. Ademds de informacién sobre la presencia o no de
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una determinada secuencia de DNA, el Slot-blot permite obtener, mediante
andlisis por densitometria de la sefial, una estimacién del mimero de copias

detectadas.

Al igual que otras muchas macromoléculas biolégicas, los dcidos nucleicos
ocupan posiciones determinadas dentro de las células. Cuando las células se
rompen para extraer el DNA que contienen, se pierde informacion ttil. Para
evitar este inconveniente, se han desarrollado las técnicas de hibridacién in situ
(Pardue y Gall, 1969, Henning, 1980). Se utilizan sondas altamente
radioactivas que hibridan in situ con el DNA del tejido, previamente
desnaturalizado por exposicién a un medio de pH alto. La preparacion se cubre a
continuacién con una pelicula que se autorradiograffa durante varias semanas. El
inconveniente de la técnica es su baja sensibilidad, ya que el limite de deteccién
estd entre 50 a 200 copias del genoma del virus por célula huésped (Grody y
cols., 1987). Sin embargo, puede detectar el DNA del HPV cuando s6lo estd
presente en una subpoblacién de células, si estas contienen un alto nimero de

copias, mientras que el Southern o Slot-blot pueden resultar inadecuados.

La denominada hibridacién in situ en filtro (FISH) representa una modificaci6n
de la técnica descrita, y permite la demostracién de secuencias de DNA presentes
en células exfoliadas, trasferidas directamente a un filtro de nitrocelulosa,
mediante un aparato de succién al vacio . E1 DNA celular se desnaturaliza y a
continuacién se hibrida sobre el filtro. Aunque este método es rdpido y
técnicamente mds simple que los anteriormente descritos, presenta el

inconveniente de producir un elevado porcentaje de resultados falsos positivos,

Sea cual sea el procedimiento utilizado para immovilizar el DNA, la deteccién de
secuencias especificas depende de la hibridacién del DNA de la muestra con una

sonda marcada. La utilizacién de un determinado fragmento de DNA como
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sonda, exige previamente su obtencién en un estado puro, y en cantidad
suficiente. Para ello se aisla la secuencia de interés y se inserta en un pldsmido
bacteriano o en un bacteriéfago, como por ejemplo el fago lambda. Un pldsmido .
bacteriano es una pequefia molécula circular de DNA duplex que puede
replicarse independientemente del DNA cromosémico de la bacteria. La célula
bacteriana puede contener un gran nimero de copias del mismo. Las secuencias
de interés se insertan en puntos especificos del pldsmido que son identificados
por las endonucleasas de restriccién (Roberts, 1976), enzimas que rompen de
forma especifica el DNA, capaces de reconocer determinadas secuencias de
bases -generalmente entre 1 y 4- y de unirse a ellas (Smith, 1979). En estos
puntos se producen cortes y se inserta la cadena de DNA que se desea
amplificar. La unién se completa mediante el tratamiento del DNA con una
ligasa. A continuacién, se procede a la trasformacién de una bacteria -
Escherichia Coli casi siempre-con el pldsmido. La bacteria se cultiva a gran
escala, en un medio que contiene el antibidtico adecuado. Como los pldsmidos
transportan genes que confieren resistencia a determinados antibidticos, s6lo las
células que los portan sobreviven, y son seleccionadas de este modo (Hanahan,
1984). El procedimiento de separacién del pldsmido del DNA genémico de la
bacteria es sencillo, y se basa en las diferentes propiedades fisicas de ambos
DNAs (pldsmido y genoma de la bacteria) (Ish-Horowitz y Burke, 1981). La
- secuencia de DNA de interés se separa del pldsmido mediante la endonucleasa de
restriccién apropiada, y a continuacién se purifica mediante electroforesis en un

gel de agarosa.

En general, se marca el DNA con un radioisétopo. Para ello, existen varios
métodos. Uno de los méds empleados es el denominado de “nick translation”
(traduccién por corte) (Rigby y cols., 1977). Mediante la accién de la DNA
polimerasa 1 y la DNAasa 1, se incorporan nucledtidos marcados con p32 a una

cadena doble de DNA. La DNAasa 1 hace cortes al azar en la cadena de DNA, y

26




......................................................................................... Introduccion

por la accién exonucleasa de la DNA polimerasa, son retirados los nucleétidos
del extremo fosforilado 5° del corte. Al mismo tiempo, y en presencia de los
cuatro tipos de desoxirribonucleésido trifosfato (ANTPs), la DNA polimerasa 1
va afiadiendo nucleétidos desde el terminal hidroxilado 3°, mediante su accién
polimerasa. Con este método se obtiene una variedad de fragmentos de DNA
marcados (subfragmentos de la secuencia completa de la sonda, que hace optima
la sensibilidad de la sonda), con una actividad especifica de hasta 108

desintegraciones por minuto (dpm) por microgramo.

En la actualidad, el método mds utilizado es el denominado “random oligomeric
primer extension” (extensién de cebadores o primeros oligoméricos) (Feinberg y
Vogelstein, 1983). El procedimiento requiere la desnaturalizacién previa del
DNA a marcar. A continuacién, las dos cadenas de DNA vuelven a aparearse
con hexanucleétidos del medio que actian como cebadores para la sintesis de
novo de cadenas complementarias de DNA, mediante la accién del fragmento
Klenow (la subunidad larga) de la polimerasa 1 del DNA. Por este
procedimiento se obtiene DNA marcado con una actividad especifica de hasta
2x109 dpm por microgramo, y por lo tanto, el método tiene la ventaja respecto

al anterior de precisar cantidades menores de sonda de DNA.

El filtro se incuba con la sonda marcada, que ha sido desnaturalizada
previamente a alta temperatura, en un medio favorable para la hibridacién
(solucién con alta concentracién de sales). Una de las dificultades que plantea la
utilizacién de sondas de doble cadena de DNA es su tendencia a reanillarse en
solucién, lo que limita su capacidad de hibridacién con las secuencias diana del
filtro. Para evitar este problema se utilizan sondas de cadena simple de DNA,
obtenidas por clonacién en un vector de cadena simple de DNA, como el
bacteriéfago viral M13 (Messing y cols., 1977). Para prevenir una posible

unién inespecifica de la sonda al filtro, se afiade a la solucién de hibridacion
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DNA no relacionado con la secuencia de interés, que bldquea los puntos de

potencial afinidad inespecifica.

Finalmente, el filtro hibridado es sometido a varios lavados con soluciones
salinas de baja concentracién, para favorecer la disociacion del DNA. De este
modo, unicamente se mantienen los enlaces altamente especificos. Cuanto mds
extremas sean las condiciones adversas para la hibridacién, o lo que es lo
mismo, cuanto menor sea la concentracién de sales de los medios de lavado del
filtro, inayor serd la analogia de las secuencias de DNA que permanezcan
hibridadas. Finalmente, las secuencias especificas unidas a la sonda marcada
con el isétopo radioactivo se detectan por autorradiografia, mediante exposicién

de los filtros con una pelicula sensible a la radiacién X

En general, las técnicas de hibridacién molecular desarrolladas por el momento
presentan dos inconvenientes. En primer lugar que exigen mucho tiempo de
dedicacién, con el problema tltimo de que la deteccién por autorradiografia de
las sondas marcadas con el isétopo radioactivo dura varios dias y, en el caso de
la técnica in situ, varias semanas. En segundo lugar, que las sondas marcadas
con un producto radioactivo tienen una “vida” limitada por la vida media del
radioisétopo utilizado, que en el caso del 32p es de 14.3 dias Gnicamente. En la
actualidad se estdn desarrollando nuevas técnicas que tratan de obviar estos
inconvenientes; en particular se estdn efectuando pruebas para sustituir los
radiois6topos por otro tipo de marcadores no radioactivos (Figueiredo y cols.,

1986).

La PCR (Polymerase Chain Reaction o reaccién en cadena de la polimerasa)
representa la iltima novedad técnica introducida para el diagnéstico de la
infeccién por HPV (Young y cols., 1989). El objetivo de la reaccién es

aumentar la cantidad de DNA del virus, mediante ciclos sucesivos de
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amplificacién, de forma que el producto final resulte ficilmente visible en un gel
de agarosa (Figura 1). Brevemente, cada ciclo de la reaccién consta de tres
etapas: (i) Fase de desnaturalizacién del DNA (94°C);.(ii) Fase de anillamiento:
donde fragmentos especificos de DNA del HPV, denominados ‘“cebadores” o
“primeros”, reconocen las secuencias complementarias del DNA (ya
desnaturalizado) de la muestra a analizar y se unen a ellas formando duplex. Los
cebadores son oligonucleétidos de sintesis, de 20 a 25 bases, que limitan los
dos extremos de la secuencia del DNA del virus a amplificar. De la especificidad
de los cebadores en el reconocimiento del DNA diana, depende por completo la
especificidad de la reaccién. (iii) Fase de extensién: donde la enzima Taq-
polimerasa sintetiza una nueva cadena de DNA, afiadiendo nucleétidos al
extremo 3” del cebador unido a la cadena de DNA diana, y utilizando a ésta
como patrén. Este ciclo se repite hasta 50 veces, de forma que el DNA del virus
se amplifica exponencialmenté. La secuencia de DNA comprendida entre ambos
cebadores se convierte, rdpidamente, en el producto preferente de la reaccién.
Después de 30 ciclos, se acumula aproximadamente un microgramo de DNA de

la secuencia del virus amplificada. Finalmente, se procede al andlisis

3, M —s .5

5. I

FIGURA 3: El diagrama muestra una doble cadena de DNA genémico (lineas horizontales
paralelas) con las secuencias complementarias a los cebadores (tridngulo y cuadrado) en negrita. La
Taq-polimerasa dirige a sintesis de DNA en la direccion de las flechas. Los dos cebadores definen la
secuencia a amplificar. Después del primer ciclo, las cadenas de DNA recién sintetizadas actian
también como patrén, lo que d4 lugar a la reaccién en cadena. (De Recent Advances in
Histopathology, n® 14, Edit. Churchill Livingstone).
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electroforético de alicuotas de la mezcla de la reaccién, para comprobar que el
tamafio del DNA amplificado es el esperado de acuerdo con el disefio de los

cebadores.

La ventaja fundamental de la técnica, su gran sensibilidad, representa también su
principal inconveniente. La PCR permite detectar hasta una copia del genoma del
virus por cada 100.000 células, lo que significa que, si el resultado es negativo,
se puede tener practicamente la certeza de que no hay infeccién por el virus. Sin
embargb, se pueden producir falsos resultados positivos por contaminacién de
la muestra si no se extreman las precauciones, y este riesgo es elevado en los
laboratorios en los que se manipula con pldsmidos de HPV. Otra ventaja

adicional es que no hay necesidad de utilizar marcadores radioactivos.
Hasta la fecha, las diferentes técnicas descritas se han utilizado

fundamentalmente en investigacién bésica, pero su aplicacion en el campo del

diagnéstico histo-patolégico es cada vez mds frecuente.
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1.3. EL PAPILOMAVIRUS Y SU ASOCIACION CON EL
CANCER DE CERVIX.

A pesar de que las particulas viricas fueron detectadas en las verrugas hace ya
mds de 40 afios (Strauss y cols.,1949), no se hicieron progresos significativos
en el conocimiento de la biologia del papilomavirus humano hasta la
introduccién reciente de la tecnologia del DNA recombinante. El principal
obst4culo para el estudio del HPV ha sido la imposibilidad de propagar el virus
“in vitro”. Unicamente las células m4s diferenciadas son capaces de soportar la
replicacién del virus, y el hecho de que las células epiteliales sean incapaces de
diferenciarse en cultivo puede ser la razén del fracaso de los numerosos intentos
realizados en este sentido. Hasta la introduccién de las técnicas de clonacion,
s6lo era posible la obtencién del DNA viral a partir de material de biopsias. El
virus, sin embargo, se encuentra presente en el tejido epitelial infectado en
cantidades minimas, que representan aproximadamenté la centésima parte del
DNA necesario para una séla experiencia de hibridacién. Las técnicas de
clonacién molecular han hecho posible la obtencién del DNA viral en cantidades

suficientes para su utilizacién en andlisis posteriores.

Se han desarrollado dos lineas fundamentales de evidencia sobre la asociacion
entre el papilomavirus y el cdncer de cérvix, que se revisan a continuacion. La
primera se basa en estudios epidemioldgicos practicados en diferentes dreas

geogréficas, y la segunda, en estudios “in vitro” realizados en los dltimos afios.
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1.3.1. ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS

Los primeros estudios que demostraron la asociacién que existe entre el
papilomavirus y el cdncer de cérvix se basaron en métodos convencionales de

diagnéstico de la infeccion.

En una revisién epidemiol6gica efectuada sobre una serie de 1.108 mujeres, se
comprobé que habifa una correlacién entre la infeccién por HPV y la presencia
de CIN: un 8.1% de las pacientes con condilomas genitales mostraban lesiones
preneoplésicos del epitelio cervical (Franceschi y cols. 1983). Por el contrario,
no se encontré relacién alguna entre la existencia de CIN y la infeccién por
Herpes simplex, trichomonas vaginalis o gonorrea. Por otra parte, un porcentaje
elevado de las mujeres infectadas por HPV, desarrollaron una lesién
preneopldsica con posterioridad, como se comprobé en una revision citolégica
realizada tres o cuatro afios después, mientras que no se encontraron anomalias
citolégicas en ninguna de las mujeres infectadas por Herpes. Los autores
concluyeron que la infeccién por Herpes simplex no podia considerarse un
factor de riesgo de céncer de cérvix, al contrario de la infeccion por algunos

tipos de papilomavirus.

Otros investigadores habfan demostrado con anterioridad la presencia de
particulas del HPV en tumores de cérvix, mediante la utilizacién del microscopio
electrénico (Stanbridge y cols., 1981). Sin embargo, estos resultados no fueron
concluyentes, segun destacaban los propios autores, debido a que la muestra era
muy pequedia (10 mujeres), y la concentracién de particulas viricas muy baja.

Las técnicas immunocitoquimicas han sido ampliamente empleadas para la
demostracién de la presencia de antigenos de la cdpside del HPV en muestras de
tejido cervical. Walker y cols.(1983) utilizaron una técnica indirecta de

fosfatasas alcalinas y un antisuero policlonal obtenido por immunizacién de un
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conejo con proteinas de la cdpside del virus procedente de una verruga plantar.
Demonstraron la presencia del antigeno del papilomavirus en un 20.1% de las
biopsias de las pacientes referidas éconsulta por una citologfa cervical anormal,
y en el 18.3% de los casos con un diagnéstico histolégico de CIN. Como estas
cifras eran mucho menores de las previstas, los autores sugirieron, como
explicacién, que el epitelio cervical era sélo parcialmente permisivo a la

expresion del antigeno viral.

También se han publicado algunos estudios basados en métodos seroldgicos de
deteccién del virus, que demuestran la relacién entre la infeccién por
papilomavirus y la neoplasia cervical. Baird (1983) comprobd que las pacientes
con papilomas anogenitales, CIN o cancer invasivo, tenfan un elevado titulo de
anticuerpos especificos contra el HPV en comparacién con un grupo control.
Sin embargo, no se han realizado trabajos posteriores que confirmen estos

resultados.

Aunque aporten informacién sobre la relacién que existe entre el HPV y el
céncer de cérvix, todos los trabajos citados tienen una limitacién en comdn:
estdn basados en métodos de identificacién del HPV que precisan que el genoma
viral presente actividad transcripcional y de traduccién. El virus, sin embargo,
no necesariamente muestra esta actividad en el tejido infectado. De modo que,
hasta la reciente introduccién de las técnicas de hibridacién del DNA y la
identificacién de los diferentes genotipos del virus, no se ha dispuesto de un
método sensible para la demostracién de la infeccién. Zur Hausen y sus
colaboradores aislaron el DNA de los cuatro genotipos de papilomavirus que
son més frecuentes en el tracto genital femenino: los tipos 6, 11, 16 y 18 de
HPV (Gissmann y cols., 1980; Gismann y cols., 1982b; Durst y cols., 1983;
Boshart y éols., 1984)(Figura 3). La clasificacién se efectud tanto en base a la

extensién de la hibridacién cruzada entre sus respectivos genomas, como se
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describié en la seccién .1.1, como en base a las diferencias en sus puntos de
restriccién. E1 DNA del HPV 6 fue aislado a partir de una muestra de un
condiloma acuminado (Gissmann y cols., 1980). Mediante la técnica de
“Southemn-blot”, Gissman investigé la presencia del DNA del virus en una total
de 44 condilomas y una serie de tumores genitales, que inclufa 54 carcinomas
cervicales, 10 carcinomas de pene y 2 carcinomas vulvares (Gissman y
cols.,1982b). Un 93% de las muestras de condiloma resultaron positivas para €l
HPV 6, mientras que en ninguno de los tumores malignos se detecté DNA viral,
incluso en condiciones muy favorables para la reaccién de hibridacion. A pesar
de estos resultados, los autores no descartaron la posibilidad de que el HPV 6
estuviera implicado en las fases iniciales de la oncogénesis cervical, ya que
algunos condilomas presentaban severas atipias celulares y figuras de mitosis

anormales

El HPV 11, muy préximo al HPV 6, fue aislado y clonado originalmente a partir
de una muestra de un papiloma laringeo (Gissmann y cols., 1982a; Gissmann y
cols., 1983). Los tipos 6 y 11 de HPV hibridan entre si, en determinadas
condiciones, debido a que tienen una homologia del 25% de sus secuencias de
DNA, por lo que en la literatura se informa a menudo de resultados mixtos

positivos para HPV 6 0 11.

Los tipos 16 y 18 de papilomavirus fueron aislados y clonados a partir de
biopsias de carcinomas de cérvix (Durst y cols., 1983; Boshart y cols., 1984).
Cuando se confrontaron a una serie de tumores genitales mediante la técnica de
Southern-blot, se comprobé que el 53% de las muestras de carcinoma in situ de
cérvix (CIN 3) y el 57% de carcinoma invasivo resultaban positivas, mientras
que s6lo en el 6% de los condilomas acuminados y en el 16% de los condilomas
planos se detectaba la presencia del DNA viral. Por lo tanto, se demostré la

asociacién preferente de los tipos 16 y 18 de HPV con los tumores malignos.
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PAIS TEST MUESTRA REFERENCIA
NORMAL CONDILOMAS CIN1-2 CIN3 CANCER

ALEMANIA S - 62/68 - 2/6 1/13 Gissmann 84

RU S 1/3 - 712 57 - McCance 83

ALEMANIA FIS 4/36 - 6/13 4/22 - Wagner 84

ALEMANIA FIS 1/229 6/6 14/45 5/22 2/4 Schneider 85

RU S 0/17 - 23/50 14/28 0/13 McCance 85

ALEMANIA S 0/2 61/81 12/80 - 1/23  Villiers 86

ESCOCIA S 0/3 0/4 - 1/16 0/3 Millan 86

RU S 0/104 - 2/27 - - Toon 86

EEUU S 2/6 712 2/12 0/18 - Webb 87

SURAMERIC! FIS 7/51 - - - 9/46 Reeves87

EEUU- S - 4/6 11 0n 2/6 Dekmezian87

EE UU IS - 20/43 - - 212 Gupta87

EE UU D - 8/10 - 12 8/23  Sutton87

AUSTRALIA S 0/5 - 511 12 12/54 Kulski87

RU D 77/202 - - - - Wickenden 87

AUSTRIA S 0/31 - 13/76 10/140 4/44  Fuchs 88

EE UU IS . - - - - Kaufman 88

EE UU/BRAS S - - 19/124 1/32 0/58 Kurman 88

TABLA 1: Asociacién del HPV 6 y 11 con lesiones especificas del tracto genital femenino. Los
resultados para ambos genotipos se agrupan, debido a que muchos estudios no hacen distincién
entre el HPV 6 y 11,. Técnica de deteccién del DNA: S, Southern blot, D, dot blot (slot blot), IS,
hibridacién in situ, FIS, hibridacién in situ en filtro.

En un estudio posterior, se demostr6 que el 70% de los condilomas con figuras
de mitosis anormales contenfan el DNA del HPV 16 (Crum y cols., 1984),

frente al 8% de los condilomas sin mitosis anormales. Los autores concluyeron

que la presencia de ﬁguras anormales de mitosis se correlacionaba estrechamente
con la presencia del DNA del HPV 16, y que por lo tanto, esta variedad de

condiloma debia ser considerada precursora del carcinoma invasivo de cérvix.
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PAIS TEST MUESTRA REFERENCIA
NORMAL CONDILOMAS CIN1-2 CIN3 CANCER

ALEMANIA S - 2/33 2/20 2/9 19/41 Durst 83

RU S 317 - 40/50 27/28 12/13 McCance 85

JAPON S - - - - 3/9 Tsunokawa 86

ALEMANIA S 0/2 0/81 24/80 - 8/23  Villiers 86

ESCOCIA S 13 1/4 - 7/16 1/3 Millan 86

CANADA D - - 7/43 27/54 - Pater 86

BRAZIL S - - - - 8/19 McCance 86

RU S 9/104 - 8/27 - - Toon 86

EE UU S 1/6 2/12 7/24 11/18 - Webb 87

TAIWAN S - - - - 16/30 Choo 87

EE UU S - 0/6 i1 in 3/6 Dekmezian 87

EE UU IS - 5/43 - - 712  Gupta 87

EE UU D - 6/10 - 02 14/24  Sutton 87

AUSTRALIA S 0/s - 2/11 512 33/54 Kulski87

RU D 41/202 - - - - Wickenden 87

EEUU S - - - - 14/30 Barnes 88

AUSTRIA S 1/31 - 18/76 67/140 25/44 Fuchs 88

EE UU IS - - - - - Kaufman 88

EE UU/BRAS S - - 37/124 21/32 24/58 Kurman 88

TABLA 2: Asociacién del HPV 16 con lesiones especificas del tracto genital femenino. Técnica
de deteccién del DNA: S, Southern blot, D, dot blot (slot blot) IS, hibridacién in situ, FIS,
hibridacién in situ en filtro.

En los dltimos afios se han practicado un gran nimero de estudios

epidemiol6gicos, basados en diferentes técnicas de deteccién del DNA, que

confirman la asociacién entre el virus y el cdncer de cérvix. Lastablas 1, 2 y 3

resumen los resultados de las revisiones mds amplias practicadas en diferentes

dreas geogrificas (HPV 6, 11, 16 y 18).

El HPV 16 es el genotipo m4s estrechamente asociado a las lesiones CIN y
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PAIS TEST MUESTRA REFERENCIA
NORMAL CONDILOMAS CIN1-2 CIN3 CANCER
ALEMANIA S - 0/29 017 0/8 11/49 Boshart 84
JAPON S - - - - 2/9 Tsunokawa 86
ALEMANIA S 0/2 0/81 2/80 . 123 Villiers 86
ESCOCIA S 13 1/4 - 3/16 0/3  Millan 86
CANADA D - - 9/43 14/54 - Pater 86
BRAZIL S - - - - 0/19 McCance 86
RU S 0/104 - 0/27 - - Toon 86
EEUU S 1/6 2/12 7124 3/18 - Webb 87
TAIWAN S - - - - 2/30 Choo 87
EE UU S - 1/6 03 12 277 Dekmezian 87
EEUU ~ IS - 1/43 - - 0/12  Gupta 87
EEUU D - 3/10 - 02 124  Sutton 87
AUSTRALIA S 0/5 - 1711 2/12 4/54 Kulski87
RU D 26/202 - - - - Wickenden 87
EE UU S - . . - 6/30  Barnes 88
AUSTRIA S 0/31 - 3/76 8/140 4/44  Fuchs 88
EE UU IS - - - - - Kaufman 88
EE UU/BRAS S - - 2/124 2/32 13/58 Kurman 88

TABLA 3: . Asociacién del HPV 18 con lesiones especificas del tracto genital femenino.
Técnica de deteccién del DNA: S, Southern blot, D, dot blot (slot blot), IS, hibridacién in situ,
FIS, hibridacién in situ en filtro.

carcinomas invasivos, y su prevalencia en estas muestras oscila entre el 30 y el

87% (Durst y cols.,1983; McCance y cols., 1985), mientras que en las muestras

normales varfa entre el 0 y el 35% (Toon y cols, 1986; de Villiers y cols., 1987;
Meanwell y cols., 1987; Wickenden y cols., 1987a). El HPV 18 es, después del

HPV 16, el genotipo considerado de mayor riesgo, y ha sido detectado hasta en

un 24% de las lesiones CIN y en el 22% de las muestras de carcinomas (Pater y

cols., 1986, Boshart y cols, 1984). En las muestras normales, la prevalencia
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oscila entre el 0 y el 20% (Kulski y cols., 1987; Wickenden. y cols.,1985). Por
otra parte, se ha propuesto que el HPV 18 puede representar un papel en el
desarrollo de céncer cervical rapidamente progresivo. En un estudio sobre una
serie de 214 pacientes, Kurman y cols.(1988) encontraron que la prevalencia
de la infeccién por el genotipo 18 en las mujeres con CIN (3%) era mucho
menor que la prevalencia en las mujeres con carcinoma invasivo (22%), lo
que podria ser expresién del rdpido trénsito hacia lesién invasiva de las

lesiones precursoras asociadas al HPV 18.

Los tipos 6 y 11 han sido identificados preferentemente en las lesiones benignas
de cérvix (condilomas) o en lesiones premalignas de bajo grado (CIN 1)

(Gissmann y cols., 1984, McCance y cols., 1985).

En fechas mds recientes, se han detectado nuevos tipos de papilomavirus (HPV
31, 33, 35, 39, 42, 45, 52b y 53) en tumores benignos y malignos de cérvix.
Sin embargo, por el momento, no hay suficientes datos clinicos que permitan
asignar un nivel de riesgo a estos genotipos. La tabla 4 recoge los tipos de

papilomavirus identificados en lesiones benignas y malignas de cérvix.

Se han practicado muy pocas revisiones epidemiolégicas amplias sobre la
prevalencia del virus en poblaciones normales. El estudio més amplio realizado
hasta la fecha se efectud en Alemania, sobre una serie de 9295 pacientes de
diferentes centros de planificacién familiar. Se investigé la presencia de los tipos
6, 11, 16 y 18 de HPV en muestras de cérvix mediante una técnica de
hibridacién in situ en filtro (de Villiers y cols., 1987). El estudio citoldgico
revel6 una lesién CIN o un carcinoma en un 2% de las mujeres, y en el restante

98% no se encontraron anomalias citolégicas.
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TABLA 4: Tipos de papilomavirus que infectan el epitelio cervical

Tipo de HPV Autor

6a-f Gissmann and zur Hausen (1980).
11a,b Gissmann y cols. (1982a).
16 | Durst y cols. (1983).

18 - Boshart y cols. (1984).

31 Lorincz y cols. (1986).

33 Beaudenon y cols. (1986).
35 Lorincz y cols. (1987).

39 Beaudenon y cols. (1987).
42 Beaudenon y cols. (1987).
45 Naghashfar y cols. (1987).
51 Nuovo y cols. (1988).

La presencia del virus se demostr6 en el 9% de las muestras normales, y en el
35% de las muestras de CIN o carcinoma. Los autores informaron que los tipos
mds prevalentes fueron el HPV 16 y 18 y que la tasa de infeccion estaba en

relacién con la edad de la mujer.

La introduccién reciente de la técnica PCR para el diagndstico de la infeccion ha
dado lugar a que se planteen nuevas dudas acerca del carécter de la relacién del
HPV con el cincer de cérvix. A lo largo de los dos ultimos afios, se han

publicado los resultados de varios estudios practicados en diferentes dreas
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geogréficas con la técnica PCR de alta sensibilidad. Bésicamente, todos los
grupos han obtenido resultados similares para HPV 16 en las muestras de cdncer
cérvix o CIN, donde las cifras de prevalencia de la infeccién oscilan entre el 80
y el 100%. Sin embargo, hay una gran disparidad en las cifras obtenidas en las
muestras de mujeres con una citologia normal , que varfan de O hasta un 80%

(Young y cols., 1989, Ward y cols., 1989, van den Brule y cols., 1990).

1.3.2. SINERGISMO CON OTROS FACTORES DE RIESGO

(i) Carcindgenos. Se considera que el proceso oncogénico del epitelio cervical
consta de varias etapas. El papilomavirus actuarfa como agente promotor del
mismo, y otros carcindégenos fisicos o quimicos determinarfan la transformacién

maligna de las células epiteliales (zur Hausen, 1989).

El tabaquismo es considerado como un factor significativo de riesgo de c;’mcer
de cérvix ( Vessey, 1986). Se ha demostrado la presencia de nicotina en el fluido
vaginal, lo que indica que sustancias quimicas derivadas de la misma (como la
N-nitrosamina, considerada como un potente carcinégeno) pueden alcanzar las
células cervicales (Sasson y cols., 1985). El Herpes Simplex podria actuar
como un iniciador quimico de la transformacién maligna en las células infectadas
(zur Hausen, 1982), aunque en la actualidad se considera que no tiene un papel
etiolégico clave en el proceso oncogénico del epitelio cervical. En la mucosa
laringea se ha demostrado el desarrollo de carcinomas a partir de papilomas
benignos, tras la exposicién a radiaciones X, lo que soporta_jgel papel sinérgico
de agentes mutdgenos fisicos con el HPV (zur Haﬁsen, 1977). La
transformacién maligna de las lesiones cutdneas de epidermodisplasia

verruciformis es un claro ejemplo de cooperacién entre tipos especificos de HPV
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(5 y 8) y un agente fisico (radiaciones ultravioletas)(Orth, 1987). Los
anovulatorios orales y el déficit de vitaminas han sido también propuestos como

posibles cofactores ( Swan y cols., 1981; Harris y cols, 1986)

(ii) Inmunosupresién. En una serie de mujeres sometidas a transplantes renales,
se demostré que la prevalencia de condilomas cervicales era cinco veces superior
a la poblacién normal (Schneider y cols., 1982). De las 11 pacientes con
condilomas cervicales, 5 desarrollaron carcinomas invasivos en el periodo de 3
afios. Estos resultados sugieren que existe un aumento significativo del riesgo
de progresi6n de las lesiones proliferativas inducidas por el HPV (condilomas)

en condiciones de inmunodeficiencia.

1.3.3. ESTUDIOS IN VITRO

Varios de los genotipos de papilomavirus considerados de alto riesgo pueden
inducir “in vitro” la transformacién maligna de células epiteliales de roedores.
Los tipos 5, 16 y 18 de papilomavirus transforman las lineas celulares de roedor
C127 y NIH 3T3 (Watts y cols., 1984; Yasumoto y cols., 1986), y los tipos
16, 18, 31 y 33, transforman células epiteliales renales de roedor en cooperacion
con el oncogén c-Ha-ras (Storey y cols., 1988). Sin embargo, no se ha
conseguido la transformaci6én experimental de queratinocitos humanos, las
células diana del virus “in vivo”. La transfeccién de estas células con los tipos
de HPV 16, 18, 31 o 33 induce su inmortalizacién, pero no su transformacion
(Durst y cols., 1987; Woodworth y cols., 1989). No obstante, los
queratinocitos transfectados pierden sus caracteristicas normales de
diferenciaci6n in vitro, y presentan alteraciones morfolégicas semejantes a las de

las lesiones preneopldsicas cervicales (CIN) (McCance y cols., 1988). Ademis,
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estas células retienen el DNA del HPV en estado integrado, y expresan las
funciones tempranas del genoma viral. Sin embargo, no inducen tumores si son
transplantadas en ratones desnudos, por lo que difieren claramente de las
células derivadas de carcinomas. Si se afiade c-Ha-ras activado al cultivo de
células transfectadas, se produce la transformacién maligna completa; inoculadas
en ratones desnudos las células transformadas producen carcinomas de células

escamosas (Di Paolo y cols., 1989).

Se coﬂsidera que los ORF E6 y E7 del virus son los responsables de las
funciones transformantes de los tipos 16 y 18 de HPV. Se ha comprobado que
tanto los carcinomas cervicales humanos como las lineas celulares derivadas de
estos expresan RNAm y protefnas de E6 y E7 (Smotkin y Wettstein, 1987). Por
otra parte, como se comenta ampliamente en la seccién 1.1.3., el patron regular
de integracién del genoma viral en la célula maligna huésped implica la
conservacién de secuencias URR-E6-E7 intactas, lo que hace posible la continua

expresion de los ORF E6 y E7.
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1.4. OTRAS LOCALIZACIONES ESPECIFICAS DEL
PAPILOMAVIRUS.

Una caracteristica notable de los tipos especificos de papilomavirus es su
marcado tropismo por la variedad de epitelio que infectan. La base molecular de
este comportamiento es desconocida. Se ha propuesto como explicacién una
posible afinidad de los receptores de superficie de determinadas c€lulas
epiteliales por las protefnas de la cdpside del virus (Arends y cols., 1990). La
tabla 5 recoge la relacién de los tipos de HPV identificados hasta el presente y

las lesiones clinicas a las que se asocian.

(i) Tumores del tracto genital. La mayor parte de la evidencia epidemioldgica
que existe sobre el potencial oncogénico del HPV se ha obtenido en estudios
sobre la prevalencia del virus en diferentes tumores genitales. La informacién
disponible sobre la asociacién HPV/ cincer de cérvix se revisa en la seccion
1.3, por lo que en este apartado se hace referencia tinicamente a los estudios

sobre la relacién del virus con otros tumores del tracto genital.

Se ha informado que existe una asociacién entre los tipos de bajo (6 y 11) y alto
riesgo (16 y 18) de papilomavirus y los tumores benignos y malignos de vulva,

L L
otros estudlosf‘ sin

respectivamente (Pfister, 1987). Segun los reSuliados dé
embargo, el HPV 6 (log diferentes”subtipos) es mds frecuente en los tumores
invasivos de vulva que los tipos 16 y 18, por lo que el esquema de riesgo
relativo, en términos de potencial oncogénico, asociado a la infeccion por
determinados genotipos de HPV no se mantiene en el caso de los tumores

vulvares (Sutton y cols., 1987).
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El DNA del HPV se ha detectado también en algunas lesiones anales y
perianales. En general, los tipos 6 y 11 se han identificado en los condilomas
benignos, mientras que los tipos 16 y 18 predominan en las lesiones
premalignas y en carcinoma invasivos (Gissmann y Schneider, 1986). No
obstante, se ha informado de un caso de condiloma gigante anal que progreso a

carcinoma invasivo (Wells y cols., 1988).

(ii) Tumores del tracto respiratorio y digestivo. La presencia de DNA del virus
en papilomas benignos de la mucosa oral, laringe y eséfago ha sido demostrada
en varios estudios (Steinberg, 1986 y de Villiers y cols., 1986a). El HPV 11 se
aislé por véz primera de un papiloma laringeo (Gissmann y cols., 1982), y el
DNA de este genotipo, junto con el del HPV 6, se ha detectado hasta en el 90%
de los papilomas laringeos juveniles y del adulto (Corbitt y cols., 1988). Se ha
informado de un caso de papiioma laringeo, positivo para HPV 6, que progresé
a carcinoma invasivo (Zarod y cols., 1988), mientras que en algunos
carcinomas de laringe se ha detectado DNA del HPV 16 (Brandsma y cols.,
1986).

Se ha demostrado la presencia del HPV en diferentes lesiones de la mucosa oral.
En una serie de 191 casos, se detectaron antigenos de la cdpside del virus en un
85% de las muestras de “hiperplasia epitelial focal” (tipo Heck), en un 75% de
los condilomas y en el 45% de los papilomas (Syrjanen y cols., 1984). Loning
(1985) encontré DNA de un tipo desconocido de HPV en una proporcién
importante de casos de leucoplasia, papilomas y carcinomas invasivos de la

cavidad oral.

(iii) Tumores de la piel. Mds de 20 genotipos de HPV se han identificado en las
lesiones cuténeas asociadas a una enfermedad infrecuente de la piel, de cardcter

hereditario, denominada Epidermodisplasia Verruciformis (EV).
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TABLAS: Tipos de HPV identificados y sus manifestaciones clinicas

Tipo HPV/ Manifestacién clinica

HPV la Verruga comun.
HPV 3a,b Verruga plana, ev.
HPV 4 Verruga palmar y plantar variedad hiperqueratésica.

HPV 5a,b  Lesiones maculares de ev, carcinoma epidermoide(ev).
HPV 6a-f Condiloma acuminado, CIN, VIN, papiloma laringeo,
tumor de Buschke-Lowenstein.

HPV 7 Verruga de los manipuladores de carne.
HPV 8 - Lesiones maculares de ev, carcinoma epidermoide (ev)
HPV 9 Lesiones maculares de ev.

HPV 10a,b Verruga plana.

HPV 11a,b Condiloma acuminado, CIN, papiloma laringeo y
nasal invertido.

HPV 12 Lesiones maculares y planas de ev.

HPV 13a,b  Hiperplasia epitelial focal de la mucosa oral (Heck).

HPV 14a,b Lesiones maculares de ev, carcinoma epidermoide (ev)

HPV 15 Lesiones maculares y planas de ev.

HPV 16 Condiloma acuminado, CIN, VIN, papulosis bowenoide,
carcinoma de cérvix, pene y bronquio.

HPV 17 Lesiones maculares de ev, carcinoma epidermoide (ev)

HPV 18 Condiloma acuminado, CIN, VIN, papulosis bowenoide,
carcinoma de cérvix y pene.

HPV 19 Lesiones maculares de ev, carcinoma epidermoide (ev)
HPV 21 Lesiones planas de ev.

HPV 22 Lesiones maculares de ev.

HPV 23 Lesiones maculares y planas de ev.

HPV 24 Lesiones maculares y planas de ev.

HPV 25 Lesiones maculares y planas de ev.

HPV 26 Verrugas plana en immunodeprimidos.

HPV 27 Verrugas plana en immunodeprimidos.

HPV 28 Verruga plana.
HPV 29 Verruga comun.
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HPV 30 Carcinoma de laringe, CIN 1 y 2.

HPV 31 CIN, carcinoma de cérvix.

HPV 32 Hiperplasia epitelial focal de la mucosa oral,
papiloma oral.

HPV 33 Papulosis bowenoide, CIN, carcinoma de cérvix.

HPV 34 Enfermedad de Bowen, CIN.

HPV 35 CIN, carcinoma de cérvix.

HPV 36 Queratosis actinica, ev.

HPV 37 Queratoacantoma.

HPV 38 Melanoma maligno.

HPV 39 CIN 1 y 2, Carcinoma de cérvix, papulosis bowenoide.

HPV 40 CIN.

HPV 41 Verruga plana, carcinoma epidermoide.

HPV 42 Papulosis bowenoide, condilomas planos, CIN.

HPV 43 CIN.

HPV 44 CIN.

HPV 45 CIN, carcinoma de cérvix.

HPV 46 EV benigna.

HPV 47 Lesiones maculares y planas de ev.

HPV 48 Carcinoma epidermoide de la piel.

HPV 49 Verrugas cutdneas multiples.

HPV 50 Lesiones maculares y planas de ev.

HPV 51 CIN 1, carcinoma de cérvix.
HPV 52 CIN, carcinoma de cérvix.
HPV 53 CIN.

HPV 54 Condiloma acuminado.
HPV 55 Papulosis bowenoide.

HPV 56 CIN, carcinoma de cérvix.
HPV 57 CIN.

HPV 58 CIN.

HPV 59 CIN.

HPV 60 Verruga comun.

CIN: Neoplasia intraepitelial cervical; VIN: neoplasia intraepitelial vulvar, EV: epidermodisplasia

verruciformis.
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caracteriza por el desarrollo de miiltiples verrugas y placas eritematosas en la piel
de pacientes jévenes, que presentan una deficiencia inmunitaria celular. En
aproximadamente un tercio de estos pacientes, se desarrollan lesiones
bowenoides miiltiples o carcinomas invasivos en zonas de la piel expuestas al
sol. De los 20 genotipos asociados a la EV, dos en particular, el HPV 5y el 8,
estdn presentes en el 90% de las lesiones malignas (Orth, 1987). Es significativo
el hecho de que los receptores de transplantes renales tengan tendencia a
desarrollar lesiones cutdneas similares a las de la EV, y también carcinomas en
las zonas expuestas de la piel, en los que se detecta (60%) la presencia de DNA

de HPV 5 y 8 (Barr y cols.,1989).

A pesar de que los resultados de los numerosos estudios practicados hasta la
fecha confirman la asociacién entre el virus del papiloma humano y la neoplasia
cervical, todavia existen muchas cuestiones sin aclarar. Por ejemplo, es
significativo el hecho de que no se demuestre la presencia del DNA del virus en
un cierto porcentaje de los tumores de cérvix. Son varias las posibles
explicaciones a este hecho. Estos tumores podrfan contener un tipo de HPV atin
no caracterizado, o un nimero bajo de copias del genoma viral, de modo que
éste no fuera detectable, pero también habria que considerar la posibilidad de
que no estuvieran relacionados con el virus. Esta tltima alternativa implicaria
que no es imprescindible la participacién del papilomavirus en el proceso de

transformacién maligna del epitelio cervical.

Por otra parte, es interesante la observacién que el papilomavirus bovino tipo 4,
que causa lesiones verrucosas en el ganado, no esté presente en las mismas una
vez que han sufrido la transformacién maligna. El hecho se explicaria si no fuera

necesaria la continua presencia del virus para el mantenimiento del estado de
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transformacién de la célula infectadé (Campo y cols., 1985).

A menudo se argumenta que la introduccién de la tecnologia del DNA
recombinante ha permitido realizar un gran avance en el conocimiento de la
biologia molecular del papilomavirus, y de su relacién con el céncer de cérvix.
Sin embargo, los estudios epidemiolégicos que se han practicado en diferentes
dreas geograficas, basados en técnicas de detecciéon de DNA, han producido un
amplio espectro de cifras de prevalencia del HPV, de dificil interpretacién. La
evidencia epidemiolGgica obtenida hasta la fecha es limitada, por varias razones.
En primer lugar, porque las diferentes técnicas de hibridacién de DNA
desarrolladas hasta el presente difieren en sensibilidad y especificidad, y no se
han contrastado rigurosamente entre si. Por esta razén, los resultados de los
diferentes estudios no son directamente comparables. Desde la reciente
introduccién de la técnica PCR de alta sensibilidad, por otra parte, se han
planteado nuevas dudas acerca del papel etiolégico del HPV, ya que se ha
informado sobre cifras de prevalencia de los genotipos 16 y 18 (alto riesgo) en
mujeres sin anomalfas cervicales de hasta el 70 y 80% (Young y cols., 1989).

Ademas, el nimero de mujeres sin aparente patologfa cervical incluidas en la
mayor parte de las series ha sido pequefio (entre 10 y 40), lo que no permite
obtener conclusiones estadisticas firmes. Finalmente, se dispone tnicamente de
la informacién sobre la asociacién HPV/ cédncer de cérvix que se ha obtenido en
poblaciones con una incidencia media o alta de cdncer de cérvix, y practicamente
no hay datos sobre poblaciones de bajo riesgo (Roman, 1989). Es de gran
interes, por lo tanto, obtener informacién sobre la prevalencia del HPV en

poblaciones de baja incidencia de cdncer de cérvix.
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2.1. PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS.

Si el papilomavirus fuera un agente causal independiente implicado en el proceso
oncogénico de la mucosa cervical, la tasa de prevalencia de infeccion por HPV
determinarfa la incidencia de céncer de cérvix de una poblacién. Si no existiera

guna correlacion directa entre las tasas de prevalencia de infeccién por el virus y

Rde incidencia de cdncer de cérvix, entonces serfa necesario considerar la

intervencién obligada de cofactores adicionales en el proceso oncogénico.

Para abordar esta cuestion, se estudiar4 la prevalencia de infeccién por genotipos
especificos de papilomavirus, mediante técnicas de deteccién de DNA, en una
muestra de mujeres normales y con neoplasia cervical de la poblacién del Pais
Vasco (PV), cuya tasa de incidencia de cdncer de cérvix se encuentra entre las
més bajas del mundo (7,3 por 100.000 habitantes, ajustada a la poblacién
mundial). Dicha informacién permitird o bien demostrar la implicacion del
papilomavirus como agente etiolégico independiente del proceso neopldsico, o
bien establecer la importancia critica de la participacién de cofactores

adicionales.
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2.2. OBJETIVOS.

1) Investigar la asociacién especifica entre determinados genotipos-de
papilomavirus y los tumores de cuello uterino, en una poblacién con una baja

incidencia de cdncer de cérvix.

Con esta finalidad, se determinard, mediante técnicas de hibridacién molecular,
la prevalencia de infeccién por los genotipos especificos de papilomavirus en las
muestras de cérvix de un grupo de mujeres con CIN o carcinoma invasivo de

cuello uterino,

2) Determinar la relacién entre la incidencia de céncer de cérvix de la poblacién
del Pafs Vasco -entre las més bajas del mundo, con una tasa ajustada a la
poblacién mundial de 7,3 por 100.000 habitantes- y la prevalencia de infeccion
por HPV. Esto permitird apoyar mds ain la implicacién del HPV en la
carcinogénesis de la mucosa cervical como factor causal independiente o, por el

contrario, reforzard la importancia de la implicacién de otros cofactores.

Con este propdsito, se investigard, mediante técnicas de hibridacién molecular,
la prevalencia de infeccién, en relacién con la edad, de genotipos especificos de
papilomavirus, en las muestras de cérvix de un grupo de mujeres con una

citologfa normal.
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3) Valorar el riesgo relativo de progresién hacia una lesién premaligna asociado
a la infeccién del epitelio cervical por determinados tipos de HPV. Si la
asociacién HPV/ cédncer de cérvix, demostrada en otros estudios, es de
naturaleza “causal” y no “casual”, la infeccién del epitelio cervical por
determinados genotipos deberd condicionar un mayor riesgo de progresion hacia

CIN que la no infeccién o la infeccién por genotipos de “bajo riesgo”.

Para comprobar esta hipétesis, se efectuard un seguimiento por un periodo de
dos o 3 afios de un grupo de mujeres portadoras del DNA de los tipos de
papilomavirus considerados de “riesgo”, y dé un grupo de portadoras de los
tipos de “bajo riesgo”, junto con un grupo control de mujeres con marcadores
negativos. Ademds, se investigard la relacion entre el contenido de DNA viral

de las muestras y el riesgo de progresién hacia CIN.

4) Valorar el riesgo relativo de progresién de las lesiones CIN a lesiones mds

avanzadas asociado a la infeccién por los tipos especificos de HPV.

Con este objetivo, durante un periodo de 2 o 3 afios, se efectuard un
seguimiento de un grupo de pacientes con un diagnéstico citolégico de CIN y
marcadores positivos para los diferentes genotipos de HPV, y de un grupo de

pacientes con CIN no asociado al virus.

5) Investigar la especificidad y sensibilidad de la técnica Slot-blot de
hibridacién, en su aplicacién para la deteccién del HPV, con referencia a la

técnica PCR de alta sensibilidad.
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Para esto, un porcentaje de las muestras que resulten positivas y negativas con la
técnica Slot-blot de hibridacién molecular se analizar4n con la técnica de PCR, y

se contrastardn los resultados obtenidos con ambos test.

6) Investigar la sensibilidad y especificidad de los marcadores citopéticos
especificos e inespecificos de la infeccién por HPV. Es decir, valorar la eficacia
del método citolégico en la deteccién de la infeccién por HPV, tomando como
evidencia de la infeccién la presencia del DNA viral demostrada por las técnicas

de hibridacion molecular.

Con este propdsito, se realizaré el estudio citolégico de una serie de muestras de
mujeres con marcadores moleculares de infeccién por HPV y de otra serie de
muestras negativas, correspondientes a mujeres homologadas por su edad a las
del grupo anterior, para determinar la frecuencia de los signos citomorfolégicos

“especificos” e “inespecificos* de la infeccién por HPV.
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2.3. DISE_NO DE LA INVESTIGACION.

2.3.1. MUESTRA DE MUJERES DE LA POBLACION DE BAJO RIESGO
DE CANCER DE CERVIX.

La investigacion se practicard sobre una serie de mujeres asintomadticas de las
consultas de diferentes Centros de Planificacién Familiar, y sobre una segunda
serie de mujeres con antecedentes de anomalfas citolégicas de cérvix, de la

consulta de Ginecologia de un hospital local.

2.3.2. TIPO DE MUESTRA DE LA MUCOSA DEL CUELLO UTERINO.

Se utilizardn muestras citolégicas del epitelio cervical, porque presentan las

siguientes ventajas, con respecto a las biopsias:

(a) Se obtienen por un procedimiento incruento, a diferencia de las biopsias. Por
razones éticas obvias, en un estudio a gran escala sobre poblacion sana es

necesario emplear un método no invasivo de obtencién de muestras

(b) Contienen células epiteliales que representan toda la superficie de la zona de

transformacién, donde se originan el 95% de los carcinomas de cérvix.

(c) Se obtienen por barrido de toda la superficie cervical, por lo que tienen
mayores probabilidades que una muestra bidpsica de contener células

representativas de un pequefio foco de infeccién.
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(d) El resultado del estudio de DNA puede ser contrastado con el diagndstico

citolégico del mismo material.

De todas las mujeres incluidas en el estudio, se obtendrd una muestra del cuello
uterino: se practicard una extension citolégica para diagndstico de rutina y el

resto del material se empleard en los estudios de DNA.

2.3.3. ESTUDIO DE LA PREVALENCIA DE INFECCION POR HPV EN
MUJERES ASINTOMATICAS Y CON NEOPLASIA DE CUELLO
UTERINO. ELECCION DEL METODO DE DETECCION DEL DNA DEL
HPV.

Las muestras de cérvix de las mujeres de las diferentes series de estudio se
analizar4n con la técnica Slot-blot de hibridacién, para determinar la prevalencia
del DNA de los genotipos 6, 11, 16 y 18 de HPV. El contenido de DNA viral

de las muestras infectadas se cuantificard por densitometria

Un subgrupo de las muestras, correspondientes a mujeres con y sin anomalias
citolégicas, se analizardn ademds con la técnica de alta sensibilidad PCR,
ajustada para detectar DNA del HPV 16, con el propdsito de verificar los
resultados del Slot-blot.

adicionalmente, se investigard la frecuencia de la infeccién por los mismos
genotipos en un grupo control de mujeres de una poblacién de alto riesgo de
céncer de cérvix, para averiguar si la variacién en la incidencia de céncer entre
ambos grupos se correlaciona con una variacién en la frecuencia d,e/ia infeccién

por el virus.
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Aunque por su elevada sensibilidad y especificidad el Southern-blot es el test de
hibridacién de DNA considerado como el standard de referencia, no resulta, sin
embargo, el mas adecuado para estudios a gran escala sobre poblacién normal.
La técnica requiere una cantidad relativamente grande de muestra, suficiente para
obtener 10 microgramos (ug) de DNA de las células infectadas. La masa del
DNA que se extrae de una muestra citolégica media varfa entre 400 nanogramos

(ng) y 20 pg, y estd, por lo tanto, en el limite de aplicacién del Southern-blot.

Para la deteccién del DNA viral mediante la técnica de Slot-blot de hibridacién se
requiere una cantidad mucho menor de muestra -suficiente para obtener 500 ng
de DNA-, por lo que el test es aplicable al 100% de las muestras citolégicas. Si
bien la especificidad del Slot-blot es algo menor que la del Southern-blot, este
inconveniente se puede resolver con un disefio adecuado de los controles
positivos y negativos. El Slot-blot permite, ademds, la identificacién precisa de
los diferentes genotipos de HPV, y la cuantificacién aproximada de la cantidad
del DNA viral presente en cada muestfa. Se trata, por otra parte, de una técnica
algo menos compleja técnicamente que el Southern-blot y mds econémica, por

todo lo cual la consideramos id6nea para el presente estudio.

Aunque en la actualidad existen varios Kits comerciales de deteccion del HPV,
ninguno de ellos ha sido rigurosamente testado en diferentes laboratorios, por lo
que su utilidad general permanece sin confirmar. Por este motivo, decidimos
utilizar, como sondas del HPV, las secuencias de DNA correspondientes al
genoma completo de los diferentes genotipos de HPV, originalmente aisladas y

clonadas por el Prof. H. zur Hausen, en el Instituto de Virologia de Heidelberg.
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2.3.4. ESTUDIO DEL RIESGO DE PROGRESION HACIA CIN O A CIN
DE GRADO SUPERIOR ASOCIADO A LA INFECCION DEL EPITELIO
CERVICAL POR LOS GENOTIPOS ESPECIFICOS DE HPV.

Se efectuard un seguimiento en el tiempo de las mujeres normales o con CIN1
portadoras del DNA de los genotipos “de riesgo” 16 y 18 de HPV, junto con el
grupo de mujeres portadoras de los genotipos 6 y 11 de “bajo riesgo”, para
evaluar la aparicién de CIN o de CIN de mayor grado. Ademds se seguird a un
grupo control de mujeres con marcadores negativos de la infeccién,

homologadas por su edad a las de los grupos anteriores .

2.3.5. ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD DE DETECCION DE VARIOS
MARCADORES CITOLOGICOS ESPECIFICOS E INESPECIFICOS DE
INFECCION POR HPYV.

Con el objetivo de investigar nuevos criterios de diagnéstico citolégico de la
infeccién por HPV, se evaluard la utilidad de un panel de siete signos
“inespecificos” de infeccién, ademds de los cldsicos, en una serie de 100
extensiones citolégicas de muestras en las que se detecte el DNA del virus con el
test Slot-blot de hibridacién. Como control, se seleccionardn otras 100 muestras

citol6gicas de mujeres, homologadas por su edad con las del primer grupo.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MUESTRA DE MUJERES DE LA POBLACION DEL PAIS
VASCO.

La investigacién se practicé sobre una serie de 1.245 mujeres que acudieron a la
consulta de diferentes Centros de Planificacién Familiar (CPF) de la provincia
de Vizcaya, y a la Unidad de Colposcopia del Servicio de Ginecologia de la

Residencia Sanitaria Enrique Sotomayor de Baracaldo.

El grupo procedente de los CPF comprendié un total de 1.219 mujeres no
seleccionadas, que acudieron a consulta, bisicamente, por cuestiones de
planificacién familiar. El segundo grupo de estudio incluy$ un total de 26
pacientes, que fueron derivadas a la unidad de colposcopia debido a que tenian
algun informe citolégico anormal previo. La tasa de incidencia de cdncer de cérvix
de la poblaci6n del Pafs Vasco (PV), ajustada a la poblacién mundial, es de 7,3 por
100.000 habitantes (Direccién de Informacién Sanitaria y Evaluacién del Dpto. de

Sanidad y Consumo del Gobierno Vasco).

Para la serie control se seleccionaron 51 mujeres con citologia de cérvix normal
de un CPF (Reino Unido, RU), donde existe una alta incidencia de céncer de
cérvix (tasa ajustada a la poblacién mundial de 17 por 100.000 habitantes: Office

of Population Censuses and Surveys).
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3.2. METODOS DE OBTENCION Y DE ESTUDIO DE LAS
MUESTRAS CLINICAS.

3.2.1. PROCEDIMIENTO DE RECOGIDA, REGISTRO Y
ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS CLINICAS.

Los giﬁecélogos de los centros recogieron las muestras citolégicas de cérvix de
las pacientes que acudieron a consulta, como parte del protocolo de exdmen
ginecolégico. En cada caso se practicé un frotis de cérvix para diagndstico
citolégico de rutina, que fue enviado a la Unidad de Citodiagnéstico del

Departamento de Biologfa Celular y Ciencias Morfol6gicas de la UPV/EHU.

Las espétulas con las que se obtuvieron las muestras se guardaron en tubos
universales de 50 ml con 10 ml de una solucién estéril de tampén fosfato salino
(PBS: 8 gr de CINa, 0,2 g de CIK, 0,2 g de PO4KH, y 1,44 g de
PO4HNay2H,O a pH 7,3), para el estudio con DNA recombinante. Las
muestras fueron almacenadas es este estado a 4° C, durante 24-48 horas, sin
deterioro visible, hasta el envio al laboratorio. Una vez en el laboratorio, los
tubos con las muestras se agitaron con vortex, para descargar las células de las
espétulas, que se desecharon a continuacién. Se centrifugaron los contenedores
a 1.500 G durante 2 min para obtener un pellet celular, y el sobrenadante se
decantd. Las células se resuspendieron finalmente en Tris-EDTA (TE), y se

guardaron a -20° C hasta su utilizacién en el estudio de DNA.

Al tiempo que tomaron las muestras, los ginecélogos recogieron los datos de
filiacién, edad, y la informaci6n relevante sobre la historia ginecolégica y

obstétrica de las paciente
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3.2.2. ESTUDIO DE LAS EXTENSIONES CITOLOGICAS DE CERVIX.

Las extensiones citoldgicas se procesaron segun la técnica de Papanicolaou y se
examinaron con un microscopio 6ptico para identificar la presencia de células
discariéticas (CIN 1, 2 y 3) y malignas (carcinoma invasivo) (Buckley y cols.,
1982), y los signos citomorfolégicos especificos de infeccién por
papilomavirus. El diagnéstico citoldgico de la infeccion por HPV se efectud en
las muestras en las que se identificaron coilocitos y/o células disqueratdsicas o
células fusiformes, que representan una variante de las anteriores (Meisels y

Fortin, 1976).

En el estudio de correlacién entre marcadores citolégicos y moleculares de
infeccién por HPV, se valoraron los siguientes signos citolégicos

“inespecificos” (Schneider y cols., 1987) (Figuras 11 a 16):

1) Células con “citoplasma claro”, que se distinguen del clésico coilocito porque
el nicleo es de tamafio normal, y porque el limite entre la cavidad central y el

citoplasma periférico estd menos definido.

2) Paraqueratosis en células superficiales o intermedias. El nicleo de estas
células, a diferencia de la clédsicas células disqueratdsicas, es de aspecto normal,

o estd ausente. Suelen aparecer en grupos.

3) Grdnulos citoplasmdticos: condensaciones baséfilas o eosinéfilas de un
tamafio aproximado de 1 um, que corresponden a queratohialina o a productos

proteicos especificos del HPV.

4) Condensacion de filamentos citoplasmdticos: agregados focales de
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tonofilamentos citoplasmdticos, que confieren a las células un aspecto

“agrietado”.

5) Hipercromasia nuclear, que consiste en un aumento de la basofilia del micleo,
en ausencia de irregularidades en el patrén cromatinico o en la membrana
nuclear, lo que diferencia este criterio de la atipia nuclear.

6) Bi y multinucleacion.

7) Presencia de anillos claros perinucleares.
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3.3. METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

3.3.1. SONDAS DE DNA RECOMBINANTE.

Los pldsmidos de DNA de los tipos 6, 11, 16 y 18 de HPV fueron
proporcionados por el Prof. H. zur Hausen del Instituto de Virologfa de
Heidelberg. La sonda del HPV 6 corresponde a un fragmento subgenémico de
5,3 Kilobases (Kb), clonado en los sitios Bam HI y Eco RI del pldsmido pBR
322. Las sondas de los tipos 11, 16 y 18 corresponden a los genomas
completos, de 7,9 Kb, las dos primeras clonadas en el sitio Bam H1 del

pldsmido pBR 322, y la tercera en el sitio EcoR1.

La sonda de gamma-actina, utilizada para control interno en las experiencias de
hibridacién, fue proporcionada por el Prof. Alan Malcom, del Hospital Charing
Cross de Londres. La longitud del fragmento de DNA de la sonda es de 1,6 Kb,

que se recibi6 clonado en vector Okayama (3 Kb).
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3.3.2. AMPLIFICACION DE LAS SONDAS DE DNA DEL
PAPILOMAVIRUS Y DE LA GAMMA-ACTINA.

3.3.2.1. Transformacién de células competentes RRI de E. Coli con el
pldsmido recombinante (DNA del genotipo de HPV o de actina, clonado en
PBR 322 o vector de Okayama,).

Bésicamente, se procedié segun el método descrito por Hanahan (1985). Se
emple6 la cepa RR1 de E. coli (Bethesda Research Laboratories Life
Technologies, Inc.). En un tubo de polipropileno de 1,5 ml, se mezclaron 50 ng
del plasmido recombinante (DNA del genotipo de HPV clonado en pBR 322),
resuspendido en tampén TE (Tris-CIH 10 mM a pH 8, EDTA 1 mM), con una
alfcuota de 40 ul de las células E. coli competentes. La mezcla se incubd en hielo
durante 30 min. Las células se sometieron a continuacién a un shock térmico
(422 C durante 45 seg.) en un bafio de agua, para provocar la apertura de los
poros de la membrana y facilitar la entrada de las moléculas del plasmido.
Después de una segunda incubacién en hielo durante 2 min., se afiadieron 0,9
ml de medio L-broth (LB; 10 g/l Bacto-tryptona, 5 g extracto de levadura,
cloruro sédico 85 mM, glucosa 5 mM a pH 7.2) al tubo eppendorf. Las células
se mantuvieron en este medio durante 1 hora a 37° C, para permitir su
recuperacién y la expresion de la resistencia a la ampicilina adquirida por la
incorporacién del pldsmido. A continuacién, se procedi6 a la siembra de las
células E. coli transformadas en placas de agar (tryptona 10 g, extracto de
levadura 5 g, cloruro sédico 170 mM, agar 1.5%, a pH 7.2) con ampicilina a la
concentracién de 100 pg/ml. Las placas se cultivaron a 37° C durante una noche.
Se seleccionaron colonias de crecimiento individuales, que se inocularon en 10

ml de medio LB que contenia 50 pg/ml de ampicilina y se incubaron a 37° C,

64




................................................................................ Material y Métodos

hasta que el medio de crecimiento alcanzé una D.O.550 pp de 0,5. Se
prepararon alicuotas del medio de crecimiento en la fase de saturacion, a las que
se afiadié glicerol esteril, hasta una concentracién final del 15%, que se

guardaron en un congelador a -70° C hasta su utilizacién.

3.3.2.2. Cultivo a gran escala de las células E. coli transformadas y

purificacion del DNA del plasmido recombinante.

Se procedié segun el protocolo de Ish-Horowicz y Burke (1981), con
modificaciones menores. Los cultivos liquidos de células E. coli se propagaron
en LB, con ampicilina a una concentracién de 50 ug/l Se descongelaron las
células transformadas almacenadas en glicerol, y se inocularon en 10 ml de LB.
A continuacién, se procedié a la incubacién de las células en un bafio con
agitacién a 372 C, hasta que el medio alcanzé una D.O.550nm de 0,5. De este
cultivo inicial, se tomé 1 ml, que se inoculé a 500 ml de LB, y se procedié a una
segunda incubacién, a 37° C, con agitacién, hasta que el medio alcanzé la
saturacion (fase de crecimiento logaritmica). A continuacién, se efectué una
dltima incubacidén durante 12 horas, en las mismas condiciones, después de
incorporar al medio cloranfenicol hasta una concentracién final de 170 pg/ ml,
con el objeto de amplificar el niimero de copias del pldsmido en las células

transformadas.

Tras una centrifugacién a 4.100 rpm durante 10 min., se retir$ el sobrenadante,
y se practicé un doble lavado del pellet éelular con 100 ml de la solucién STE
(CINa 0.1 M, Tris 10 mM a pH 7,8, EDTA 1 mM), a 4° C. Finalmente, se
efectué una centrifugacién a 4.100 rpm durante 5 min., se decanté el

sobrenadante, y el pellet celular se congelé a -70° C.
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Se procedid, a continuacién, a la digestién de las células transformadas para
extfaer el DNA del pldsmido, segun el método de lisis alcalina. Las bacterias,
una vez descongeladas, se incubaron, durante 5 min. a temperatura ambiente, en
10 ml (cantidad ajustada para un cultivo en 500 ml de medio) de una solucién de
glucosa 1 M, Tris-Cl 2 M, EDTA 0,5 M, y lisozima hasta una concentracién
final de 5 mg/ml. La lisis celular iniciada en esta solucién se completé mediante
la adicién de 15 ml de una solucién de SDS al 20% y NaOH 10 N, y la
incubacién en hielo durante 10 min. Durante este tiempo, se sometid a agitacién
a la suspensién. Se efectud una tltima incubacién, en las mismas condiciones
que la anterior, después de afiadir 10 ml de solucién de acetato potdsico 3 M a
pH 4,8, con el objeto de precipitar el DNA de alto peso molecular y las
proteinas. La mezcla se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 min., y se recogio
el sobrenadante, que fue filtrado a través de una gasa para eliminar los ultimos
deshechos celulares. Tras una nueva precipitacién del DNA en isopropanol (0,6
volimenes), se efectué una centrifugacién a 7.000 rpm durante 15 min.
Después de decantar el sobrenadante, el DNA se resuspendi6 en 15 ml de TE,
15 g de cloruro de cesio y 0.9 ml de bromuro de etidio (concentracién 10
mg/ml). y la mezcla se introdujo en tubos de polietileno, que fueron
centrifugados en una ultracentrffuga Beckman (rotor vTi 80), a 48.000 rpm, y
172 C de temperatura, durante 36 horas. Se formaron dos bandas (DNA unido al
bromuro de etidio) claramente visibles con luz ultravioleta. Se recogié la
inferior, correspondiente al DNA del pldsmido, introduciendo una aguja
hipodérmica en el interior del tubo. Después de una precipitacién en etanol frio
con acetato de sodio, se resuSpendié el DNA recuperado en 25 ul de TE, y se
calcul6 el radio D.O.5gg/ D.O.;g¢-en una alicuota para determinar su grado de
pureza. Cuando se demostr6 contaminacién con proteinas, se procedié a
efectuar una extraccién en fenol/ cloroformo, seguida de una precipitacién en
etanol frio durante 12 horas, y resuspensién en TE. Finalmente, se procedio a la

precipitacién en etanol frio de la muestra, y a la resuspensioén en 25 ul de TE.
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3.3.2.3. Aislamiento del segmento de DNA de la sonda insertado en el vector.
Digestién con enzimas de restriccion de los pldsmidos recombinantes y

electroforesis en gel de agarosa.

Los pldsmidos recombinantes (sondas de HPV y actina clonadas en pBR 322 y
Okayama) se sometieron a digestién con las endonucleasas de restriccién
adecuadas. Los sitios de clonacién de las diferentes sondas se describen en
seccién 3.3.1. A la suspensiéon de DNA del pldsmido, se afiadié la cantidad
adecuada de la enzima de restriccién correspondiente, a razén de dos unidades
de enzima por cada pg de DNA, el buffer de reaccién especificado por el
fabricante, y agua desionizada hasta el volumen final deseado. La mezcla se

incubd durante 3 horas a 37° C. Finalizado este tiempo, se retird una pequeiia

FIGURA 4 .Separaci6n de

la sonda del plasmido

recombinante mediante
digestion con enzimas de

restriccion y
<« 7.9kb clectroforesis en gel de
-— 4.6 agarosa.

A/ Calles 1-7: la banda

inferior corresponde al segmento

de DNA de actinade 1.6 Kby la
banda superior al vector

Okayama de 3.0 Kb.

Calle 8: marcador de PM.

Calles 10-16: DNA de HPV

11 de 7.9 Kb y vector pBR 322

dc 4.6 Kb.

Calles 18-20: DNA de HPV
<79 16de7.9KbypBR322de4.6
<«—46 Kb

B/ Calle 1: DNA de HPV 16
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alicuota (1 pg) del producto de la reaccidn, que se analizé mediante
electroforesis en un gel de agarosa, para comprobar que la digestién se habia
completado. Se frené la reaccién afiadiendo a la mezcla 0,1 volimenes de una

solucion de “freno” (Ficoll al 20%, SDS al 1%, EDTA 10 mM vy azul de
bromofenol al 0,1%).

A continuacion, se procedié a separar el segmento de DNA del HPV del vector,
mediante electroforesis en un gel de agarosa de bajo punto de fusién. Se preparé
un gel al 1% disolviendo la cantidad correspondiente de agarosa en buffer “E”
(Tris-C1H 40 mM, acetato de sodio 20 mM, y EDTA 2 mM, pH 7,6). Se cargé
el gel con los productos de la digestion enzimdtica de los pldsmidos, y se efectud
la electroforesis a 40 voltios,~durante 4 horas, en una camara fria. Transcurrido
este tiempo, el gel fue tefiido con bromuro de etidio (0,5 mg/ml en buffer E), y
las bandas de DNA se visualizaron bajo exposicién a la luz ultravioleta en un
transiluminador (Figura 4). Las bandas que contenian los fragmentos deseados
se recortaron con una cuchilla. Los recortes del gel se fundieron a 37° C, y se

almacenaron en alicuotas a -20° C hasta su utilizacién en las experiencias de

hibridacion.
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3.3.3. ANALISIS ELECTROFORETICO DE LOS FRAGMENTOS DE
RESTRICCION DEL DNA DE LAS SONDAS DE HPV 6,11,16Y 18.

Se determinaron los patrones de restriccién de las sondas de DNA recombinante
de los tipos 6, 11, 16 y 18 de HPV, para comprobar que las secuencias
amplificadas se correspondfan con las previstas. Las digestiones enzimdticas se
practicaron segun protocolo descrito en seccién 3.3.2.3, y los patrones de
restriccién obtenidos para las diferentes sondas se compararon con los mapas de

restriccién publicados de las mismas.

La sonda del HPV 6 corresponde a un fragmento subgenémico de 5.300 pares
de bases, clonado en los puntos Bam HI/ EcoRI del vector pBR 322. Una vez
separada del vector, se procedi6 a la digestién con Haelll. Los segmentos de
restriccién obtenidos correspondieron a los valores esperados (de Villiers y
cols., 1981): la primera banda fue de un peso molecular de aproximadamente
2.400 pares de bases (bp), y la segunda y tercera, de aproximadamente 800 y
700 bp, respectivamente (Figura 5).

La sonda de HPV 11 corresponde al genoma completo del virus, clonado en el
punto Bam HI del vector pBR 322. Una vez aislada del vector, se procedié a la
digestién con Haelll y Pst I. Las bandas obtenidas fueron: la primera
compuesta por un fragmento de 1.400 bp, y la segunda por un fragmento de
900 bp, ambas correspondientes a los valores previstos (Gissmann y cols.,

1982a).

Las sondas de HPV 16 y 18 corresponden a los genomas completos del virus,

clonados en los puntos Bam HI y Eco RI, respectivamente, del pldsmido pBR
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322. Una vez separadas del vector, ambas sondas fueron sometidas a digestién
con Pst I y Ava Il. El tamafio de las bandas obtenidas para HPV 16
correspondieron a los valores previstos: la primera fue de aproximadamente
1.700 bp, y la segunda de 900 bp, compuesta por un doblete (Seedhorf y cols.,
1985). Para HPV 18 se obtuvo, ademds de los dos dobletes previstos de 1.200
y 800 bp, una banda adicional de aproximadamente 1.700 bp, resultante de una

digestion parcial (Cole y cols., 1987) (Figura 5).
En conclusién, el andlisis de los patrones de restriccién de las diferentes sondas

amplificadas confirmé la autenticidad de las mismas, por lo que procedié a su

utilizacién en las experiencias de hibridacién del presente estudio.
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HPV6 HPV11 HPV16 HPV18 MARCADOR

FIGURA 5: Patrones electroforeticos de los fragmentos de
restriccion de las sondas de DNA de los tipos 6, 11, 16 ¥ 18 de
papilomavirus: -

Calle 1: DNA del HPV 6 digerido con Hae IIl. Calle 2: HPV 11 digerido con
Haelll v Pst 1. Calle 3: HPV 16 digerido con Pst I y Ava L. Calle 4: HPV 18
digerido con Pst 1y Ava II Calle 5: el marcador de peso molecular. Se indican los
pesos moleculares en Kilobases.
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3.3.4. DETECCION DE SECUENCIAS ESPECIFICAS DE ACIDOS
DESOXIRRIBONUCLEICOS DE PAPILOMAVIRUS EN CELULAS
CERVICALES EXFOLIADAS,' MEDIANTE LA TECNICA DE
HIBRIDACION “SLOT-BLOT” .

3.3.4.1. Purificacion del DNA de las muestras citolégicas.

Se descongelaron las muestras y se procedié a la digestién de las células en 500
ml de una solucién Tris 50 mM a pH 7,5, CINa 50 mM, EDTA 10 mM, y SDS
al 0,2%, a la que se afiadié proteinasa K hasta una concentracién final de 0,1
mg/ml. La reaccién de digestién se llevé a cabo a una temperatura de 37¢ C,

durante 12 horas.

Los contaminantes proteicos se eliminaron mediante extraccién con fenol/
cloroformo. Finalizada la reaccién de digestién, se afiadi6 a la solucién de DNA
un volumen equivalente de fenol saturado con TE (Tris-CIH 10 mM a pH 8,
EDTA 1 mM). El tubo se agit6 con un vortex, para dispersar el fenol, y las dos
fases liquidas se separaron de nuevo mediante una centrifugacién a 11.000 rpm
durante 1 min., en una centrifuga eppendorf. Se recogié la fase acuosa
(superior), de la que se eliminé cualquier posible resto de fenol mediante una
doble extraccién con un volumen equivalente de cloroformo/ isoamilalcohol
(24:1), siguiendo un procedimiento idéntico al descrito para la extraccién con
fenol. A continuacidn, se afiadieron a la fase acuosa recuperada dos volimenes
de etanol frio (-20° C) y 0,1 volimenes de acetato de sodio 3 M (pH 4,5), y se
dej6 reposar la mezcla durante 12 horas, para conseguir la precipitacion del
DNA. Se efectué a continuacién una centrifugacién a 13.000 rpm durante 5

min., en una centrifuga eppendorf. El sobrenadante se eliminé por aspiracién y
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el pellet de DNA se resuspendié en etanol al 70%. Tras una tltima precipitacién
por centrifugacién en las mismas condiciones que la anterior, el pellet de DNA

se resuspendié en 550 pl de TE.

3.3.4.2. Purificacion del DNA humano para su utilizacién como control

interno.

El DNA genémico humano que se utiliz6 como control interno en las
experiencias de hibridacién se obtuvo a partir de células de la sangre periférica
de un donante voluntario. La extraccién de DNA se efectué segun el método de
Kunkel y cols. (1977). La muestra de sangre fue diluida en EDTA 5 mM. Por
cada 10 ml de sangre se afiadieron 90 ml de buffer de lisis (sucrosa 0,32 M,
Tris-CIH 10 mM pH 7,5, Clh)Mg 5 mM y Tritén X-100) a 4° C. Los nicleos se
recogieron mediante centrifugacién a 10.000 rpm durante 10 min. a 4° C. El
pellet se resuspendié en 4,5 ml de una solucién CINa 75 mM, EDTA 24 mM pH
8, a la que se afiadié SDS y proteinasa K hasta una concentracién final de 0,5%
y 0,2 mg/ml respectivamente. La digestién de los nticleos se efectué a 55° C
durante 2 horas. Seguidamente, se hizo una extraccién en fenol y cloroformo y
una precipitacién en etanol frio. Después de un lavado en etanol al 70%, el DNA

precipitado se resuspendi6 en TE.
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3.3.4.3. Slot-blot: Inmovilizacion del DNA purificado de las muestras en una

membrana de nitrocelulosa.

El DNA purificado de las muestras fue desnaturalizado en 0,1 volimenes de
NaOH 3 M, hasta una concentracién final de 0,3 -0,4 M, a la temperatura de
60° C, durante 1 hora. Las muestras se neutralizaron con un volumen
equivalente de acetato de amonio 2 M a pH 7, y se separaron en 5 partes iguales.
Cada alicuota fue filtrada a continuacién en una membrana de nitrocelulosa,
previamente humedecida con acetato de amonio 1 M, utilizando un aparato de
succién al vacio (72 wells Slot-blotter suction manifold de Schleicher and
Schuell Ltd.). Se prepararon, por lo tanto, un total de 5 filtros, cada uno
calibrado para cada tipo de sonda (de HPV 6, 11, 16, 18 y de actina). Cada
filtro incluyé una serie de controles de sensibilidad y especificidad de la reaccion
de hibridacién (figura 6). Se transfirieron una serie de cantidades decrecientes de
DNA del genotipo de HPV correspondiente a la sonda -desde 200 hasta 12,5
picogramos (pg)-, que proporcionaron referencias para obtener una estimacién
del nidmero de copias del genoma viral presente en las muestras positivas. Para
calibrar el contenido de DNA celular de las muestras, se transfirieron al filtro
preparado para la sonda de actina una serie similar de cantidades de DNA
humano. Cada filtro incluy6, ademds, una muestra de DNA de cada genotipo de
HPV, para controlar la especificidad de las reacciones de hibridacién con las

diferentes sondas.

Efectuada la transferencia del DNA, los filtros se sometieron a una temperatura

de 802 C durante 1 6 2 horas, para fijar el DNA de forma permanente.

74




o N o wWN

Material y Métodos

HPV6 HPV11 HPV16 HPV18 Actin
B C A B C A B C A B C A B
. - =
om oy 1 ) -
- - . z. - o
_— - * - — —
— — - - -
. —_ - . - - :
\ - =
[
+ - -
- e . _ =
- v -
- - -
b o
™ L] -
-
-— -
! - E

FIGURA 6: Deteccion del DNA del papilomavirus en muestras
citologicas de cérvix mediante la técnica de hibridacion slot-blot.

Se preparan 5 filtros para cada serie de muestras: 4 calibrados para cada genotipo
del virus, y uno para el DNA humano. Los DNAs purificados de las diferentes
muestras de estudio se transfieren al filtro de nitrocelulosa en las columnas A y B;
las muestras en las que se detecta DNA del HPV son sefialadas con flechas. Cada
filtro incluye controles de dos tipos:

(1) controles del niimero de copias (C1 a C5): se transfieren al filtro una
serie de cantidades conocidas del DNA del genotipo de HPV (de 200 a 12,5
picogramos), para obtener una estimacién del nimero de copias del genoma viral
presente en las muestras positivas. Una serie similar de diferentes cantidades de
DNA humano son trasferidas al filtro calibrado para la sonda de actina.

(i1) controles de hibridaciéon cruzada (C10 a CI14): para confirmar la
especificidad de las diferentes sondas, se incluye en cada filtro una cantidad de
DNA de cada tipo especifico de HPV, y de DNA humano.
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3.3.4.4. Hibridacion del DNA de las muestras con sondas radioactivas.

Con el objeto de bloquear los puntos de potencial afinidad inespecifica de las
muestras por el DNA de las sondas, los filtros fueron prehibridados durante 12
horas, a 422 C, en la siguiente solucién: SDS al 0,05%, tris-CIH 0,08 M a pH
7,5, EDTA 0,004 M, CINa 0,75 M y solucién de Denharts (5x) que contenia
DNA de esperma de salmén desnaturalizado (0,1 mg/ml).

La reaécién de hibridacién se efectud en la misma solucién (10 ml), a 422 C de

temperatura, durante 12 horas. Se utilizaron 20 ng de las sondas de DNA (tipos
6,11, 16 y 18 de HPV y actina), marcadas con p32 por el método de extension
de primeros oligoméricos (3.3.4.5.), hasta una actividad especifica de al menos
109 dpm/ ug. Los filtros se lavaron después de la hibridacién en las siguientes
soluciones: 2x SSC/0,1% SDS, 1xSSC/ 0,1% SDS, y finalmente 0,1x

SSC/0,1% SDS. Los tres lavados se realizaron en un bafio con agitacién, a 65°

C, y durante 1 hora.

3.3.4.5 Marcaje de las sondas con p32, segun el método de extension de

cebadoresoligoméricos ( “random oligomeric primer extension” ).

Los fragmentos de DNA utilizados como sondas se marcaron
segun el procedimiento descrito por Feinberg y Vogelstein (1984). El marcaje se
efectud a 152 C durante 12 horas, en un volumen total de 50 ul: 40 ng del DNA
de la sonda disuelta en 34 pl de TE, y previamente desnaturalizada en un bafio

de agua a 95-1002 C, se incubaron con 4 unidades del fragmento Klenow (1 ul),
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y 50 uCi de (alpha p32) dCTP (5 pul), en una solucién acuosa tamponada (10 ul)

que contenia HEPES 200 mM, Tris-CIH 50 mM, cloruro de magnesio 5 mM,
mercaptoetanol 10 mM, dATP, dGTP y dTTP 20 mM, 5 unidades de D.O. de
hexadesoxirribonucleétidos y 400 pg /ml de seroalbimina bovina. Una vez
terminada la reaccién de polimerizacién, el DNA marcado fue separado de los
nucleétidos no incorporados mediante filtracién en una columna de sephadex G-

50.

La actividad especifica de las sondas se determind en un contador de centelleo.
Los valores obtenidos se expresaron en unidades de desintegracién por min. y

mg de DNA.

3.3.4.6. Autorradiografia.

Se utilizé la pelicula X-OMAT AR de Kodak para la deteccion por
autorradiograffa de las sefales radioactivas de los filtros. La exposicién se
efectué por contacto directo del filtro con la peh’cuia sensible, en una cassete de
autorradiograffa con pantallas intensificadoras, a la temperatura de -70° C,

durante 72 horas.
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3.3.5. DETECCION DE SECUENCIAS ESPECIFICAS DE ACIDOS
DESOXIRRIBONUCLEICOS DE PAPILOMAVIRUS EN CELULAS
CERVICALES EXFOLIADAS, MEDIANTE LA TECNICA DE LA
REACCION EN CADENA DE LA DNA-POLIMERASA (PCR).

Se procedi6 segun el protocolo de Saiki y cols. (1985). Las condiciones de la
reaccion fueron ajustadas para detectar una secuencia subgenémica del genotipo

16 de HPV.

Se utilizaron cebadores o primeros de sintesis (Bio-synthesis Inc.)
complementarios a cadenas opuestas de DNA, especificos para detectar un
segmento de 250 pares de bases comprendido entre la regién NCR (regién no
codificante) y el ORF E6 del genoma del virus (comunicacién personal del Prof

Pfister, Instituto de Virologia de Nuremberg):

Tabla 6. Secuencias de los cebadores de oligonucledtidos para amplificacion de

HPV 16.

cebador Secuencia 5’ a 3 Localizacion gendémica
A: TCA CCC TAG TTC ATA CAT GAA CTG TG 7778-7803.
‘B: TCC TGT GGG TCC TGA AAC ATTGCA G 123-98.
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Se tomaron alicuotas del DNA aislado de las muestras (seccién 3.3.4.1.), que se
sometieron a 35 ciclos de amplificacién en un Ciclador Térmico de DNA (“DNA

Thermal Cycler”, Cetus Corp., Emeryville, CA).

Se utiliz6 para la reaccién el Kit de amplificacién “Gene Amp” de Perkin Elmer
Cetus, CA. Las condiciones de la reaccién fueron las siguientes: para un
volumen final de 100 pl, se utilizaron 2 unidades de Tag-polimerasa, DNA de la
muestra a una concentracién de 10 pg a 1 ug, cada cebador a una concentracién
de 0,5 pM, cada desoxirribonucle6tido a una concentracién 200 uM (dATP,
dCTP, dGTP y dTTP), CIK50 mM, Tris-CIH 10 mM a pH 8,3; Cl,Mg 1,5 mM
y gelatina al 0.01%.

Las condiciones térmicas de cada ciclo fueron las siguientes: a) fase de
desnaturalizacién, a 942 C durante 60 seg. b) fase de apareamiento, a 55° C
durante 30 seg. y, c) fase de extensién de los primeros, a 722 C durante 30 seg.
Al mismo tiempo que las muestras, se procesaron los controles positivos y
negativos de la reaccién : DNA humano de una muestra negativa, DNA humano
de una muestra positiva para HPV 16, DNA de los diferentes genotipos de

HPV, y alicuotas de cada uno de los componentes de la reaccion.

Después del dltimo ciclo, las muestras se incubaron a 4° C durante 5-10 min.
Finalizada la reaccién, se analizaron alicuotas de cada mezcla de reaccién
mediante electroforesis en un gel de agarosa, para comprobar que el tamafio de
los productos amplificados era el previsto, de acuerdo con el disefio de los

cebadores.
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3.3.6. ANALISIS CUANTITATIVO DEL CONTENIDO DE DNA VIRAL Y
HUMANO DE LAS MUESTRAS MEDIANTE DENSITOMETRIA.
ESTIMACION DEL NUMERO MEDIO DE COPIAS DEL GENOMA DEL
HPV POR CELULA.

Para la cuantificacién de las sefiales positivas de las autorradiografias se ha
utilizado un Video Densitémetro (modelo 620 de Cultek S. L.), acoplado a un
ordenador, con un programa de integracién que determina las dreas de los picos
que se obtienen tras la lectura de las bandas. El 4rea de cada pico estd en relacién
con la intensidad de la sefial, y por lo tanto, con la masa absoluta de DNA viral y

humano presente en cada muestra.

Los valores obtenidos de las muestras han sido relacionados con los valores de
la serie de cantidades standard incluidas en cada filtro (seccién 3.3.4.3.). De
este modo se obtiene una estimacién precisa de la cantidad relativa de DNA viral
y humano que contiene cada muestra. Para determinar la media del mimero de
copias del genoma viral por célula que contiene cada muestra, se aplica la

férmula siguiente:

Nimero de copias= V/VM
H/HM
Donde:
V= masa del DNA viral en pg en cada muestra,
VM= masa del genoma viral (HPV 16 y 18=0,0000087 pg),
H=masa de DNA humano en ng en cada muestra,

HM= masa de DNA celular (0,009 ng).
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3.4. ANALISIS ESTADISTICO

3.4.1. PRUEBA CHI? DE INDEPENDENCIA.

Hipétesis Nula (H): X e Y son variables Independientes.
Hipétesis Alternativa (H,): X e Y estdn relacionadas (son dependientes).

2. . 2
Estadistico: F C {nij '(“io noj)]
- P N
i=1 j=1 Njq l'loj
n

Distribuci6n del estadfstico: (si H, es cierta):

C11i2(K), con K=(F-1).(C-1)= “Grados de libertad”.

Regién de rechazo: (Chiza,oo), siendo a el nivel de significacién de la prueba.

Ejemplo: X= Infeccién por HPV Xy=SI X,=NO: F=2

Y= Edad Y1, Yo, Y3 son los tres intervalos de edad (16-20), (21-30),
y (31+): C=3
X1 X9....Xp valores de X.; Y. Yy, Y valoresde Y.

n, tamafio de la muestra; njj» frecuencia absoluta de (X;, Yj);

n;,, frecuencia absoluta marginal de Xi;.noj, frecuencia absoluta marginal de Yj.

3.4.2. PRUEBA CHI? DE HOMOGENEIDAD.

Hipétesis nula: Y se distribuye igual en F poblaciones.
Hipétesis alternativa: La distribucién de Y es diferente segiin la poblacion.

Ejemplo: comparacién de la prevalencia de la infeccién por HPV entre dos poblaciones: PV y GB
Y= Infeccibnpor HPV 6  Y=SI = Y,=NO
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3.4.3. PRUEBA CHI? DE IGUALDAD DE PROPORCIONES EN
MUESTRA DE PAREJAS.

Hipétesis nula: Las proporciones de 2 atributos (At) que se observan

conjuntamente son iguales.

Estadistico: (n12‘n21)2

nyp+ng

Distribucién del estadistico.: ChiZ con 1 grado de libertad.
Regi 6n de rechazo: (Chiza, o).
Ejemplo: Atj= HPV 6 y At)=HPV 11.

ny ;. frecuencia absoluta de presencia de ambos atributos; ny, frecuencia absoluta de presencia de
primer atributo y no del segundo; ny, frecuencia absoluta de presencia de segundo atributo y no

del primero; ny,, frecuencia absoluta de ausencia de ambos atributos.

3.4.4. ESTIMACIONES DE PROPORCIONES POBLACIONALES.
INTERVALOS DE CONFIANZA.

1) Muestra tnica. Estimacién de la proporcién poblacional de un atributo (At)
con una muestra nica.
(i) Estimacién por punto: P=n (Ar) , proporcién muestral.
n
(ii) Estimacién por Intervalo de Confianza del 95%:
a) n grande: aproximacién a la normal.
pefp £ 1,96 | 4 ) (Ijg)
-1/\N
b) n pequefia: distribucién binomial.
p€ (p1.po) con confianza del 95%.
Pr (X< n(Ap)= 0,025 con X€ b(py,n).
Pr (n(At)g X)= 0,025 con XEb(py,n).
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Ejemplo: At= Infeccién por HPV.
p= proporcién de dicho atributo en las mujeres del intervalo de edad 16-20.

n, tamafio de la muestra.

n(At), nimero de individuos de 1a muestra que presentan el atributo.
N, tamario de la poblacién muestreada sin reemplazamiento.

p, proporcién poblacional del atributo.

q= 1-p; Pr=probabilidad; b= binomial.

2) Muestreo Estratificado. Estimacion de la proporcién poblacional media de un
atributo con varias muestras (cada una de una subpoblacién). La poblacién
consta de estratos (subpoblaciones) con diferentes proporciones del atributo At:
P1» P2,....Pk- Cada una de estas p; se estima por punto y por intervalo, con

muestras grandes, como en el apartado anterior.

La proporcién total de At en la poblacién es:
k
p= ( N; p;\ , media ponderada de las
N ) proporciones de los estratos.

....
1l
—

e
™M =

(Ni f)‘i) , por punto.

i=1 N
k K
N= >N pEPL1I6  \[> (ﬁ? (?ﬁ (ﬁf_&)
Intervalo de confianza del 95%.

Ejemplo: At.= Infeccién por HPV.
Poblacién= mujeres del Pais Vasco con edad 16+.

Estratos= intervalos de edad en que se particiona la poblacién: (16-20), (21-30) y (31+).

n;, tamafio de la muestra i-ésima; N;, tamafio del estrato i-ésimo.
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3.4.5. FORMULA DE BAYES. CALCULO DE PROBABILIDADES
CONDICIONADAS.

Conocida la probabilidad de que ocurra un determinado suceso si ha ocurrido
otro, se calcula la probabilidad de que ocurra el dltimo si ha ocurrido el primero:
Pr(A;/S) = Pr(S/Ai)Pr(Ai)
Pr(S)
siendo Pr(S) = Pr(S/A1) Pr(Aq) + Pr(S/Ay) Pr(Aj)

Ejemplo: Suceso Aj=Cancer de cérvix en la poblacion.

Suceso Ay=No céncer de cérvix en la poblacion.

Suceso S= Infeccién por HPV 16 en la poblacion.
Pr (A;/S), probabilidad (Pr) de un determinado suceso (A;) condicionado por otro suceso (S). Pr
(S/A,), probabilidad del suceso S condicionado por A;

3.4.6. U DE MANN-WHITNEY.

Hipétesis nula: Y se distribuye igual en dos poblaciones.
Hip6tesis alternativa: La variable Y tiene diferentes “medidas de tendencia

central” en las dos poblaciones.
Estadistico:
U= Min{Ul,U2S
Considerando ambas muestras como tinica, se ordenan los valores de Y, y se les
asigna un mimero de orden (r).
U= (M4ximo valor posible de R)- Ry
01

siendoR;= > 1,
i=l
I;1= n® de orden que ocupa el valor i-ésimo de la muestra 1, y

n;= tamafio de la muestra 1.
Uy y Ry corresponden a la muestra 2.
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Regién de rechazo: (+o, Ul -

Ejemplo: Y= n? de copias de HPV 16 por célula epitelial.
Muestra 1, mujeres infectadas con cancer de cérvix.
Muestra 2, mujeres infectadas sin cdncer de cérvix.

3.5.7. ANALISIS DISCRIMINANTE.

Para establecer las combinaciones mds valiosas de una serie de variables que
permitan identificar si una muestra corresponde a una poblacién determinada.
Para ello se construye una regla de decisidén, a partir de una serie de
observaciones muestrales efectuadas en las diferentes poblaciones.

Regla: f1 (Xg,.c0eenene , XK) >  ppc(1/2) , seasignaaPq.
f2 (Xl, .......... ’ XK) P1 C (2/1)

Y en caso contrario, se asigna a P5.

Py y P son las dos poblaciones; p; y po sonsus respectivas proporciones ( p; + pg =1).

b S XK, son las variables que se miden en cada observacién.

£ Kpseeereene , xK) es la probabilidad de la observacion, si es de Py, fy (xi, ...... , XK') si es de Pj.
¢ (2/1) es el coste de clasificar una observacién de Py en Py, y ¢ (1/2) el coste del error contrario.

Regla: i=k
Si Z (a; x x;) > DseasignaaPy, yen caso contrarioa P.
i=1
Los coeficientes ay,....... ,ak de la funcién discriminante, asi como su nivel de

significacién, se obtienen con programas de ordenador. D es funcién de py,py,
c(1/2) y c(2/1).

Ejemplo: P;: HPV positivos, Po: HPV negativos.
X1 X9,.....,X7: Signos citolégicos no clésicos. x;= 1 si presente, x=0 si ausente.

El valor de D se fija de acuerdo con la especificidad y la sensibilidad deseadas.
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4. RESULTADOS

4.1. ESTUDIO DE LAS EXTENSIONES CITOLOGICAS
CERVICALES DE LAS MUJERES DE LOS CENTROS DE
PLANIFICACION FAMILIAR Y DE LA CLINICA
COLPOSCOPICA.

De las 1.245 mujeres incluidas en el presente estudio, 67 presentaron atfpias
citolégicas correspondientes a lesiones premalignas o carcinomas: en 27 casos el
diagnéstico citoldgico fue CIN 1, en 26 CIN 2 o CIN 3, y en 14, carcinoma
invasivo (12 casos carcinoma epidermoide y 2 casos adenocarcinoma). No se

detectaron atipias en las 1.178 mujeres restantes (Tabla 7).

El estudio de las extensiones citoldgicas de cérvix de las 1.219 mujeres de los
CPF revel6 la existencia de anomalias citolégicas en 72 de los casos . En 33
(2,7%) muestras se identificaron signos morfolégicos de infeccién por
papilomavirus, en 26 (2,1%) atipias correspondientes a CIN 1, en 13 (1%) a
CIN 2 0 3, y en dos (0,2%) se identificaron células malignas, correspondientes
a carcinoma invasivo. En 3 de las muestras de CIN, ademds, se detectaron
signos de infeccién por HPV. En las restantes 1.148 muestras no se

identificaron anomalfas citol6gicas.
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TABLA 7: Resultados del estudio citologico de las muestras de cérvix de
las - pacientes de los Centros de Planificacion Familiar (CPF) y de la
Clinica Colposcopica (CC). Los criterios citolégicos de diagnéstico se
describen en seccién 3.2.2.

NEM CIN1 CIN 2-3 ~ Carcinoma

HPV- HPV+ HPV- HPV+ HPV- HPV+ HPV- HPV+

CPF

n=1219 1148 33 24 2 12 1 2 -
CC

n=26 - - 1 - 10 3 9 3
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Las extensiones citoldgicas de cérvix de las 26 mujeres de la Clinica
Colposcopica se clasificaron del siguiente modo: 10 carcinomas epidermoides,
dos adenocarcinomas, 13 CIN 2 0 3, y un caso de CIN 1. En 3 de los casos de

CIN 2 0 3 y en 3 carcinomas se detectaron signos de infeccién por HPV.

En todos los casos en que se detecté un CIN 2/3 o carcinoma invasivo, se
practic una toma bidpsica, y el estudio histoldgico confirmé el diagnéstico

citolégico.

La edad media de las mujeres con citologfa normal fue de 34 afios, y el rango de
edades fué de 16 a 82 afios. La edad media de las mujeres con CIN 1, CIN 2-3
y carcinoma invasivo fue de 31, 39 y 54 afios respectivamente, y los rangos de
edad correspondientes, de 20 a 58 afios, de 29 a 75 afios, y de 31 a 76 afios

(Tabla 8).
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TABLA 8: Distribucién por edades de las pacientes con diagndstico
citolégico de CIN y carcinoma invasivo. La edad media de las mujeres con CIN
1, 2/3 y céncer fue de 31, 39 y 54 afios respectivamente, y los correspondientes
rangos de edad de 20 a 58 afios, de 29 a 75 afios y de 31 a 76 afios respectivamente.

GRUPOS DE EDAD

16/20 2125 26/30 31/35 36/40 4145 46/50 51/55 56/60 61+

CIN1 1 8 8 4 4 1 - - 1 -
CIN 2-3 - - 3 8 7 4 2 1 - 1
Carcinoma - - - 1 1 2 1 4 1 4
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FIGURA 7: Distribuciéon por edades de las mujeres con un
diagnéstico citolégico de CIN 1, CIN 2-3 y carcinoma invasivo.
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4.2. PREVALENCIA DEL DNA DE LOS TIPOS 6, 11,16 Y 18 DE
HPV EN MUESTRAS DE CERVIX DE MUJERES CON
CITOLOGIA NORMAL Y CON NEOPLASIA CERVICAL,
MEDIANTE LA TECNICA DE HIBRIDACION SLOT-BLOT.

4.2.1. PREVALENCIA DEL DNA DEL HPV EN LAS MUESTRAS DE
CERVIX DE MUJERES CON CARCINOMA INVASIVO Y NEOPLASIA
INTRAEPITELIAL CERVICAL.

Se detectd la presencia del DNA del HPV en el 54% (IC 95%: 41%-66%) de las
muestras de las pacientes de ésta serie. No se demostraron variaciones
significativas en la tasa total de prevalencia del virus en relacién con el grado
histolégico de la lesién. E1 HPV 16 fue el genotipo mds frecuente en este grupo,
con una tasa de prevalencia del 45% (95% IC: 32%-35%). La tabla 9 recoge las
cifras de prevalencia de los diferentes genotipos, en relacién con el grado

histolégico de la lesion.

Se identific6 el DNA del papilomavirus en 15 de las 27 muestras clasificadas
como CIN 1 (56%; IC 95%: 35%-75%) y en 14 de las 26 muestras de CIN 2/3
(54%; IC 95%: 33%-74%). El patrén de distribucién de los 4 genotipos en
ambos grupos de muestras fue similar: el HPV 16 result6 ser el genotipo mds
frecuente (p<0,0003). Se detect6 en el 48,5% de las muestras de CIN 1 (IC
95%: 22%-68%) y en el 38,5% (IC 95%: 20%-60%) de las muestras de CIN
2/3. La prevalencia de los genotipos HPV 6, 11 y 18 fue menor, sin diferencias

significativas entre las correspondientes tasas.
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TABLA 9: Prevalencia de la infeccion por los genotipos 6, 11,16y 18 de
HPYV en mujeres con CIN y carcinoma invasivo.

Se ha empleado la técnica Slot-blot
DNA del HPV. Los intervalos de confianza del 95%

de hibridacién para la

deteccién  del

se han calculado

por aproximacién a la distribucién normal, y en las muestras pequefias, a la

binomial.

GRUPO HPV 6 HPV11 HPV 16 HPV 18 Misdel DNAHPV
CIN1 15% 18.5% 48.5% 15% 19% 56%
95% CI 4%-34% 6%-38% 22%-68% 4%-34% 6%-38%  35%-15%
(n=27)

CIN 2-3 31% 19% 38.5% 15.5% 20% 54 %
95% CI 14%-52% T%-39% 20%-60% 4%-35% 7%-39%  33%-14%
(n=26)

Carcinoma 0 0 50% 0 0 50%
95% CI 23%-17 % 23%-77%
(n=14)
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FIGURA 8: Prevalencia de la infeccion por los genotipos 6, 11,
16 y 18 en mujeres con un diagnéstico citolégico de CIN 1, CIN
2-3 y carcinoma invasivo,
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El HPV 16 fue el tinico genotipo presente en la muestras de las pacientes con
céncer, y se detect6 en 7 de las 14 muestras (50%; IC 95%: 23%-77%). De las

dos muestras correspondientes a adenocarcinoma, una resulté positiva.

4.2.2. PREVALENCIA DEL DNA DEL HPV EN LAS MUESTRAS DE
CERVIX DE MUJERES CON CITOLOGIA NORMAL.

Se detecto la presencia del DNA del papilomavirus en las muestras de189 de las
1178 mujeres con una citologfa normal. Las tasas de prevalencia de los
diferentes genotipos, para los diferentes grupos de edad, se recogen en la

tabla 10.

Se comprobé que la frecuencia de la infeccién por HPV estaba en relacién con la
edad (Chiz, p< 0,001). La tasa de prevalencia mds elevada correspondio al
grupo de mujeres mds jovenes, con un pico de prevalencia del 38% en el
intervalo de edad entre 16 y 20 afios. La prevalencia del virus fue menor en los
grupos de 21 a 25 y 26 a 30 afios (21,5% y 17%), y descendié de nuevo (13%)
en el grupo de 31 a 35 afios. A partir de esta edad, se mantuvo constante para
los sucesivos grupos. Los dos aparentes picos de frecuencia encontrados en los
grupos de edad de 46 a 50 afios y 61 o mds no resultaron estadisticamente
significativos. En la figura 9 se representa grificamente la correlacion entre la

frecuencia de la infeccién y la edad.

Por lo tanto, los 10 intervalos de edad iniciales, se reclasificaron en 3, que
mostraban diferencias estadisticamente significativas (Chiz, p<0,005) entre si en

cuanto a la frecuencia de infeccién por HPV: en el intervalo de 16/20 se
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TABLA 10;: Prevalencia de la infeccion por los genotipos 6, 11,16 y 18 de
HPV en las mujeres con citologia normal, en relacién con la edad. Se
ha empleado la técnica Slot-blot de hibridacién para la deteccién del DNA del
HPV, segun se describe en seccién 3.3.4.

GRUPOS DE EDAD

TIPO 16/20 21125 2630 31/35 36/40 4145 46/50 51/55 56160 +61
HPV n=48 n=168 n=248 n=260 n=202 n=114 n=54 n=38 n=29 n=17
HPV 6 8 1 14 19 8 5 5 3 1 3
17% 65% 55% 1% 4% 4% 9% 8% 35% 17%
HPV 11 9 20 20 2 13 8 6 3 2 2
19% 12% 85% 84% 64% 1% 1% 8% 1% 12%
HPV 16 10 24 29 23 15 8 9 3 2 2
21% 14% 12% 85% 715% T% 165% 8% 1% 12%
HPV 18 11 24 27 23 15 6 8 3 2 2
3% 14% 11% 85% 75% 5% 15% 8% 1% 12%
Mis de 13 24 23 23 13 7 9 3 2 2
1 tipo M% 145% 85% 9% 65% 6% 1% 15% 1% 12%

HPV DNA 18 36 43 34 23 13 11 5 3 3
8% 215% 17% 13% 115% 11.5% 20% 13% 10% 17%
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FIGURA 9: Prevalencia de la infeccion por los genotipos 6, 11, 16
y 18 de HPV en las mujeres con citologia normal, en relacion con la
edad. Se representan las rectas de regresiéon con sus correspondientes

coeficientes de determinacion.
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demostré una tasa de infeccién del 38% (IC 95%: 24%-51%), en el intervalo de
21/30 aifios del 19% (IC 95%: 15%-23%), y en el intervalo de 30 afios o més del
13% (IC 95%: 10%-15%)(Tabla 11). La prevalencia de cada genotipo particular
de HPV result6 igualmente dependiente de la edad (p<0,05).

El patrén de distribucién de los cuatro tipos de virus (expresado como la
frecuencia relativa de cada uno de ellos) fue constante para todos los grupos de
edad: los genotipos 16 y 18 fueron los mds prevalentes, mientras que el

genotipo 6 resulté el menos frecuente. HPV 16 fu€ m4s frecuente que HPV 6
(Chiz; p<0,005%), HPV 18 mds frecuente que HPV 6 (p<0,005%), HPV 16

més frecuente que HPV 11 (p<0,005%), y HPV 11 més frecuente que HPV 6
(p<0,001%). No se demostré diferencia significativa entre la proporcién de

mujeres infectadas con HPV 16y 18.

Con el fin de obtener una estimacién del porcentaje de mujeres de la poblacién
general de Vizcaya infectadas por el HPV, se calcularon, a partir de los
porcentajes obtenidos en la muestra de mujeres con citologia normal, las tasas
totales de prevalencia de los diferentes genotipos ajustadas a la estructura de
edad de la poblacién, segun se describe en la seccién 3.5.4. (Fuente de
informacién sobre la poblacion de mujeres de Vizcaya : Direccién de
Informacién Sanitaria y Evaluacién del Dpto. de Sanidad y Consumo del
Gobierno Vasco). Los resultados se recogen en la Tabla 11: la tasa total de
prevalencia de la infeccién por HPV que se obtuvo para la poblacién general de
mujeres de Vizcaya fué del 17% (IC 95%: 14%-19%) (Tabla 11). Los genotipos
mds prevalentes fueron el HPV 16 y 18. Para ambos se obtuvo una tasa de
infeccién del 11% (95% IC: 9%-13%), mientras que a los genotipos 6 y 11
correspondi6 una tasa del 7% (IC 95%: 5%-9%) y del 10% (IC 95%: 8%-12%),

respectivamente.
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TABLA 11: Distribucién de los diferentes genotipos de HPV en los tres
grupos de edad con diferencias estadisticas significativas (Chi2; p<0,005), y
tasa total de prevalencia en la poblacion del Vizcaya, ajustada a la estructu-
ra de edad de la poblacion.

GRUPOS DEEDAD

TIPO 16/20 21/30 31+ POBLACION
HPV nl=481 n2=416 n3=714 GENERAL
HPV 6 17% 6% 6% 7%
95% IC 6%-27% 4%-8 % 4%-8% 5%-9 %
HPV 11 25% 10% 8% 10%
95% 1C 13%-37% 7%-13% 6%-10% 8%-12%
HPV16 21% 13% 9% 11%
95% IC 9%-32% 1%-16% 7%-11% 9%-13%
HPV 18 1 23% 12% 8% 11%
95% IC 11%-35% 9%-15% 6%-10% 9%-13%
HPV DNA 38% 19% 13% 17%
95% IC — -24%-51% 15%-23% 10%-15% 14%-19%

N1=48.571 N2=99.438 N3=337.762

ni= tamafio de lamuestra de mujeres en edades comprendidas en el intervalo.

*Ni= tamafio de la poblacién de mujeres de Vizcaya en edades comprendidas en el intervalo.

*Fuente= Direccién de Informacién Sanitaria y Evaluacién del Dpto. de Sanidad y Consu-

mo del Gobierno Vasco
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FIGURA 10: Prevalencia de la infeccion por HPV en las mujeres
con citologia normal, CIN 1, CIN 2-3 y carcinoma invasivo.
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En resumen, se demostré una mayor prevalencia del DNA del HPV en las
muestras de CIN/ cdncer que en las muestras normales. El tamafio de la muestra
obligé a restringir el andlisis de significacién estadistica de los resultados a dos
grupos: al conjunto de las mujeres con diagnéstico citolégico de cdncer de
cérvix o CIN, frente a las mujeres sin anomalias citolégicas (seccién 3.5.2.).
Los genotipos 6 y 16 de HPV se detectaron con mayor frecuencia en las
muestras de lesiones neoplésicas que en las normales (p<0,001), y también el
genotipo 11 (p<0,008). La frecuencia de la infeccién por HPV 18 no resulté

significativamente diferente en ambos tipos de muestras.

4.2.3. PREVALENCIA DEL DNA DEL HPV EN LAS MUESTRAS DE
CERVIX DE MUJERES CON CITOLOGIA NORMAL DE LA POBLACION
DE ALTO RIESGO DE CANCER DE CERVIX.

Se detectd la presencia del DNA del papilomavirus en las muestras de 12 de las
51 mujeres del CPF del Reino Unido (RU) con una citologia normal. Los
resultados para los 4 genotipos se recogen en la tabla 12. E1 HPV 6 resulto ser el
genotipo mds frecuente, con una tasa de prevalencia del 21% (IC 95%: 11%-
35%); el genotipo 16 se detecté en el 17% (IC 95%:8%-31%) de las muestras, y
el HPV 18 en el 11% (IC 95%:4%-24%). No se demostré la presencia del
DNA del HPV 11 en ninguna de estas muestras. Cuando se compararon los
resultados obtenidos para el grupo del RU con los obtenidos para la poblacién
de “bajo riesgo” del Pais Vasco (seccién 3.5.2.), se comprob6é que no existia
diferencia significativa entre la tasa total de prevalencia del HPV o las tasas de
prevalencia de los HPV 16 y 18 de ambas poblaciones. En cambio, la tasa de
infeccién por el HPV 6 result6 mayor en el RU (p<0,001), mientras que la tasa
del HPV 11 fué mayor en el Pais Vasco (p<0,05).
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TABLA 12: Estudio comparativo de la prevalencia de la infeccion por
los genotipos de HPV de "alto" (16 y 18) y "bajo" (6 y 11) riesgo en dos
poblaciones con diferente incidencia de cancer de cérvix.

POBLACION
RU=Alta Inc. cc. PV=BajaInc. cc.

(17/100.000) (7,3/100.000) p-
HPV 6 21% 6%
95% IC 11%-35% 4%-8% <0,001
HPV 11 0% 10%
95% IC 0%-6% 7%-13% <0,05
HPV 16 17% 13%
95% IC 8%-31% 1%-16% ns.
HPV 18 11% 12%
95% IC 4%-24% 9%-15% RS.
HPV DNA 23% 19%
95% IC 13%-38% 15%-23% n.s.

PV= Pais Vasco; RU= Reino Unido; cc= céncer de cérvix; p= nivel de significacion con el test
Chi 2, y n.s.= no significativo.
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4.3. PREVALENCIA DEL DNA DEL HPV 16 EN MUESTRAS DE
CERVIX DE MUJERES CON CITOLOGIA NORMAL Y CON
NEOPLASIA CERVICAL, MEDIANTE LA REACCION EN
CADENA DE LA DNA-POLIMERASA.

Se analizaron con PCR un total de 118 muestras citolégicas, de las cuales 43
correspondfan a mujeres con neoplasia cervical (CIN y cdncer) y 75 a mujeres

sin anomalias citoldgicas.

Se separaron alicuotas del DNA extraido de las muestras (seccién 3.3.4.1.),
que se sometieron a amplificacién con la técnica de PCR, ajustada para detectar

una secuencia subgenémica del HPV 16 (seccién 3.3.5.).

El anélisis electroforético de los productos de la reaccién demostr6 que se habia
producido amplificacién del HPV 16 en 16 de las 21 muestras de neoplasia
cervical, y en 4 de las muestras normales (Tabla 13). En todos los casos, las
secuencias amplificadas fueron especificas: el tamafio del DNA se correspondié
con el esperado (250 bp), de acuerdo con el disefio de los cebadores (Figlira

11).

La tabla 13 muestra la correlacién entre los resultados obtenidos para el HPV 16
con la técnica de Slot-blot y con la PCR: 20 muestras resultaron positivas y 84
negativas con ambos test; en 5 muestras que fueron negativas con el Slot-blot se
demostré la presencia del DNA viral con la PCR, y 9 muestras positivas con el

Slot-blot resultaron negativas con laPCR.
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FIGURA 11: Deteccion del DNA del papilomavirus tipo 16
en muestras citologicas de cérvix mediante la técnica de

PCR. Andlisis en gel de agarosa de los productos especificos
reaccion de amplificacién del DNA del HPV 16:

Calle n? 1 (A y B): Marcador de tamafio de DNA. Calle n® 2 (A
Banda amplificada de 250 bp correspondiente a control positivo.

de la

y B):

Calles n? 3 a 8 (A): controles negativos. Calles 3, 6 y 8 (B): productos
de amplificacién del DNA extraido de las muestras, que corresponden

al tamafio esperado de 250 bp.
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TABLA 13: Deteccion de DNA del HPV 16 en muestras de cérvix normales
y de lesiones neoplasicas con la técnica PCR. Correlacién entre los resultados
obtenidos con la técnica de hibridacién Slot-blot y la PCR.

ECR
DNA HPV - DNA HPV +
SLOT-BLOT NORMAL  CIN/ CANCER 'NORMAL  CIN/ CANCER
DNA HPV - 65 19 3 2
DNA HPV + 6 3 1 19

105




Resultados

............................................................................................

4.4. CUANTIFICACION DEL CONTENIDO DE DNA VIRAL Y
HUMANQO PRESENTE EN LAS MUESTRAS CITOLOGICAS
NORMALES Y DE LESIONES NEOPLASICAS.

4.4.1. NUMERO MEDIO DE EQUIVALENTES DEL GENOMA DEL
HPV 16 POR CELULA, EN MUESTRAS CITOLOGICAS NORMALES Y
DE LESIONES NEOPLASICAS.

Se procedi6 segun el método descrito en seccién 3.3.6. El mimero medio de
equivalentes del genoma del HPV 16 por célula que se estimé para las muestras
citolégicas normales (n=101) fué de 227,5 (+ 1349,34 SE), con un amplio
rango de 0,5 hasta 13.631 copias/célula (Tabla 14).

La media decrecié para las muestras de CIN y céncer, de forma proporcional al
grado de la lesién. Las muestras de cdncer contenfan el menor n® medio de
copias del HPV 16 : 24,71 (+25,01 SE) equivalentes/célula, con un rango muy

estrecho que se extendi6 desde 0,8 hasta 79,1 copias del virus por c€lula.

En resumen, el n® medio de copias del HPV 16 por célula en las muestras
normales fué significativamente mds elevado que el de las muestras de cdncer (U
de Mann-Whitney; p<0,03), y también que el del conjunto de muestras con

lesiones neopldsicas.(U de Mann-Whitney; p<0,02).
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FIGURA 12: Analisis densitometrico de las autorradiografias para la
cuantificacion del contenido de DNA viral y humano de las muestras.
Autorradiografia tipica de un filtro hibridado con la sonda del HPV 18, que contiene
muestras citoldégicas normales (filas A y B, slots 1 al 24) y controles (C), y
correspondientes trazados densitométricos de las sefiales de las 3 filas de “slots” (A,
B y C). La masa total de DNA viral presente en cada muestra (filas A y B) se
calculé a partir del valor de la curva de absorcién correspondiente, por comparacion
con el valor obtenido para las cantidades standard de la fila C, segun se describe en
la seccién 3.3.6. La masa total de DNA humano de cada muestra se cuantifico en el
filtro calibrado para la sonda de actina.
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TABLA 14: Niimero medio de copias de HPV 16 por célula infectada en
mujeres asintomaiticas, con diagndstico citolégico de CIN y carcinoma
invasivo. El n? medio de copias/célula infectada resulta significativamente
mayor en las muestras de mujeres normales que en mujeres con CIN y/o con

Resultados

carcinoma invasivo segun el test "U de Mann-Whitney" ( p<0,03).

n RANGO MEDIA + SE MEDIANA
NORMAL 101 0,5-13.631 227,5+1349,34 53,8
AN
) (;IN 1 13 0,24-431 110,67+151,66 20,5
CIN 2-3 10 5,7-139,8 42,87+46,37 23,7
CARCINOMA 7 0,8-79,1 24,71+25,01 20,01
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Frecuencia relativa
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FIGURA 13: Niimero de copias del genoma del HPV 16 por célula
infectada en muestras citolégicas normales y de lesiones
neoplasicas.
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44.2. NUMERO MEDIO DE EQUIVALENTES DEL GENOMA DEL
HPV 18 POR CELULA EN MUESTRAS CITOLOGICAS NORMALES Y
DE LESIONES NEOPLASICAS.

Los resultados del estudio se resumen en la tabla 15. El niimero medio de copias
del genoma del HPV 18 por célula més alto se encontré en las muestras
normales: 168,95 (+ 475,12 SE). El rango de copias/ célula se extendié desde
0,8, en el limite de deteccién de la técnica Slot-blot, hasta 4.519. El nimero
menor correspondié a las muestras de la lesién neoplasica de mayor grado, que
en ésta serie fué CIN 2-3: 8,55 (+3,65 SE) copias del genoma del HPV 18 por
célula infectada (U de Mann-Whitney; p<0,02).
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TABLA 15: Niamero medio de copias de HPV 18 por célula infectada en
mujeres asintomdticas, con diagndstico citologico de CIN y carcinoma
invasivo. El n® medio de copias/célula infectada resulta significativamente
mayor en las muestras de mujeres normales que en las de mujeres con CIN y/o
con carcinoma invasivo segun el test "U de Mann-Whitney" ( p<0,02).

n RANGO MEDIA + SE MEDIANA
" NORMAL 99 ~ 084519 168,95+475,12 60,2
R e e e r—/_/c
CIN1 4 2,12-102,3 93,63+103,39 56,55
CIN 2-3 4 1259 8,55+10,11 3,65
CARCINOMA 0 : i )
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FIGURA 14: Nimero de copias del genoma del HPV 18 por célula
infectada en muestras citolégicas normales y de lesiones
neoplasicas.
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4.5. RIESGO RELATIVO DE TRANSFORMACION MALIGNA DE
LAS CELULAS CERVICALES ASOCIADO A LA INFECCION
POR EL GENOTIPO 16 DE HPV.

Conocido el porcentaje de mujeres con céncer de cérvix infectadas por HPV 16,
y el porcentaje de mujeres infectadas por HPV 16 de la poblacién normal, se
calcul6 el riesgo de cdncer condicionado por la infeccién viral, aplicando la

férmula de Bayes (seccién 3.5.5.).

La probabilidad de que una mujer infectada por el virus desarrolle cancer
(Pr(C/16)) -de acuerdo con el porcentaje de mujeres cancerosas que estin

infectadas por el virus-resulté:

Pr(C/16)= Pr(16/C) Pr(C)= 0,50 0,00017 = 0,00094
Pr(16) 0,50 0,00017 + 0,09(1-0,00017)
siendo Pr(16)= Pr(16/C).Pr(C)+Pr(16/no C).Pr(no C)

Pr(16/C)= porcentaje de infectadas entre las mujeres con cdncer= 0,50 (IC del
95%: 0,23-0,77).

Segun los datos proporcionados por la Direccién de Informacién Sanitaria y
Evaluacién del Gobierno Vasco, en el afio 1988 se produjeron 56 nuevos casos
de cancer de cérvix en Vizcaya, que correspondieron a pacientes en edades
comprendidas entre los 30 y 85 afios. Pr(C) es el porcentaje de mujeres con
céncer entre la poblacién de Vizcaya de éste grupo de edad (337.762 mujeres
entre 30 y 85 afios).

Pr(16) es la probabilidad de infeccién por HPV 16 en la poblacién total (normal

o con cdncer) de mds de 31 afios.
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Pr(16/no C) es €l porcentaje de infectadas entre las mujeres sin cdncer del mismo
grupo de edad (0,09; Tabla 11)
Pr(no C) es el porcentaje de mujeres sin cancer entre la poblacién de Vizcaya de

mds de 30 afios (1-Pr(C)).

La probabilidad de que una mujer no infectada por el virus desarrolle céncer
(Pr(C/no 16) )-de acuerdo con el porcentaje de mujeres con cdncer no infectadas

por el virus- se calculd segun la férmula:

Pr(Clno 16)= Pr(no 16/C) Pr(C)= 0,50 0,00017 = 0,0000934
Pr(no 16) : 6,50 0,00017 + (1-0,09)(1-0,00017)
siendo Pr(no 16)= Pr(no 16/C).Pr(C)+Pr(no 16/no C).Pr(no C ),

Pr(no 16/C)= porcentaje de mujeres con cancer no infectadas (0,5; IC del 95%:
0,23-0,77),
y Pr(no 16/no C)= porcentaje de no infectadas entre las mujeres de 30 a 85 afios

normales.

El factor multiplicador del riesgo de cc asociado a la infeccién que resulto:

Pr(C/16) = 0,00094 =10
Pr(Cino 16) 0,0000934
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4.6. INVESTIGACION DEL RIESGO DE EVOLUCION A CIN Y
DE PROGRESION A LESION CIN DE ALTO GRADO DEL
EPITELIO CERVICAL EN MUJERES PORTADORAS DEL DNA
DE HPV.

Se efectud el seguimiento de un grupo de 60 mujeres con marcadores de DNA
de HPV 16 y 18, de otro grupo de 60 mujeres con marcadores de DNA de HPV
6 y 11, junto con un grupo control de 120 mujeres no portadoras del virus. En
todos los casos, se empleé al inicio del estudio el test Slot-blot de hibridacién
para la deteccién de los tipos especificos de HPV y, en un cierto nimero de
casos, se repitié el test de hibridacién durante el seguimiento, que conﬁrmc’) el
resultado inicial. El seguimiento de las mujeres se efectué por un periodo

variable entre 18 y 36 meses.

4.6.1. SEGUIMIENTO DE MUJERES ASINTOMATICAS PORTADORAS
DEL DNA DEL HPV Y DE CONTROLES CON MARCADORES
NEGATIVOS DE LA INFECCION.

Integraron el grupo de estudio unicamente aquellas mujeres con dos o mas
citologfas cervicales negativas previas al inicio del mismo, y portadoras de los
genotipos de 6 y 11 de HPV (negativas para 16 y 18) o de los genotipos 16y 18
(negativas para 6 y 11). Las mujeres con marcadores negativos que formaron
parte del grupo control fueron seleccionadas de modo que las edades fueran
homélogas a las de las mujeres de los dos grupos anteriores (intervalo de 5

afios).
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TABLA 16: Seguimiento de mujeres asintomaticas infectadas con HPV6/11,
HPYV 16/18 y controles.

Evoluciéon a CIN No evolucion

HPV 6/11 1 59
(n=60)

HPV 16/18 4 56
(n=60)

Controles 2 118
(n=120)
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Tabla 17: Relacién entre el niimero medio de copias de HPV 16/ 18 por célula
infectada y la evolucion hacia CIN, en mujeres asintomadticas. La diferencia
entre las que progresan y no progresan, tanto infectadas con HPV 16 como
infectadas con HPV 18, no es estadisticamente significativa, con el test "U de

Mann-Whitney".

n RANGO MEDIA + SE MEDIANA
HPV 16/ no EVOL 97 0,5- 13.631 234+1.376,44 51,9
HPV 16/ EVOL 4 8,1-131,4 67,5+53,06 653
HPV 18/ no EVOL 96 0,8-4.519 173,22+481,86 64,5
HPV 18/ EVOL 2 26,7-432 32,33+7,69 27,1
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Los resultados del estudio, hasta la fecha actual, se recogen en la Tabla 16. Si
bien la tasa de progresién en el grupo de mujeres portadoras de los genotipos 16
y 18 de “alto riesgo” fué mayor que en el grupo de portadoras de los tipos 6 y
11 de HPV, o en las mujeres con marcadores negativos, la diferencia no result6

estadisticamente significativa.

Por otra parte, se cuantificé el contenido de DNA viral por célula en las muestras
del grupo de mujeres portadoras de HPV 16 y 18 (con independencia de la
presencia de marcadores de 6 y 11) que evolucionaron (6 casos) y del grupo de
mujeres que no evolucionaron (Tablas 14 y 15), para valorar una posible
relacion entre el nimero de copias del genoma viral/ célula y el riesgo de

progresién hacia CIN. Los resultados de este estudio se muestran en la tabla 17.

Las muestras de las mujeres que evolucionaron contenfan un nimero menor de
copias del HPV 16 o del 18 por célula que las muestras del grupo que no

evolucionaron, pero la diferencia no result6 estadisticamente significativa.

4.6.2. SEGUIMIENTO DE MUJERES CON CIN 1 PORTADORAS DEL
DNA DEL HPV, Y DE CONTROLES CON MARCADORES NEGATIVOS
DE LA INFECCION.

Las mujeres seguidas en este estudio tuvieron dos citologias previas
consecutivas con un diagnéstico de CIN 1. No se demostraron diferencias
significativas en la tasa de progresién hacia CIN de mayor grado entre el grupo
de mujeres portadoras de los genotipos de HPV de alto riesgo, de bajo riesgo y

el grupo de mujeres con marcadores negativos (Tabla 17).
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TABLA 18: Seguimiento de mujeres con CIN 1 infectadas con HPV 6/11,
HPV 16/18 y no infectadas.

Evolucion a CIN3 No Evolucion Regresan

CIN1+ - 4 -
HPV 6/11
(n=4)

CIN1+ 2 7 5
HPV 16/18
(n: 14)

CIN1 4 4 4
Controles
n=12)
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4.7. ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD DE DETECCION DE
VARIOS SIGNOS CITOLOGICOS ESPECIFICOS E
INESPECIFICOS DE INFECCION POR HPYV.

4.7.1. SENSIBILIDAD DE LOS MARCADORES CITOMORFOLOGICOS
“ESPECIFICOS” DE INFECCION POR PAPILOMAVIRUS.

Se identificaron signos citolégicos patognoménicos de infeccién por
papilomavirus en 31 de las 225 muestras de cérvix que contenian el DNA del
HPV, mientras que no se demostré la presencia del virus con el test Slot-blot en
11 de las muestras citoldgicas con diagnéstico de infeccién por HPV (Tabla 19).
La sensibilidad de los marcadores morfolégicos de la infeccién, con relacién a

los marcadores moleculares, resultd del 14%.

4.7.2. SENSIBILIDAD DE LOS MARCADORES CITOMORFOLOGICOS
“INESPECIFICOS” DE INFECCION PR PAPILOMAVIRUS.

Se investigé la frecuencia de varios signos morfolégicos inespecificos de
infeccién por papilomavirus, ademas de los especificos, en las muestras
citolégicas de cérvix de 100 mujeres con infeccién por HPV, segun el test Slot-
blot de hibridacién y en 100 controles negativos. Los criterios morfologicos

inespecificos se describen en seccién 3.2.2.(Figuras 17 a 21).

Se demostrd una relacién estadisticamente significativa entre la presencia de cada

uno de los signos y la presencia del DNA del HPV, con una tnica excepcion.
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TABLA 19: Sensibilidad de los marcadores citomorfologicos "clasicos" de
la infeccién por HPV: correlacion entre los resultados del estudio citolégico de
las muestras y la presencia del DNA del virus, detectada mediante el test slot-
blot de hibridacién. Los criterios cldsicos son: presencia de coilocitos, y/o
células disqueratésicas.

DIAGNOSTICO CITOLOGICO
HPYV - HPV +
NORMAL CIN/ CANCER NORMAL CIN/ CANCER
DNA HPV - 982 27 7 4
DNA HPV + 163 31 26 5
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Resultados

TABLA 20: Frecuencia de marcadores citomorfolégicos especificos e
inespecificos de infeccion por HPV en 100 muestras citologicas positivas segun
el test slot-blot de hibridacion de DNA y en 100 controles negativos. Los signos
citolégicos especificos o "cldsicos" son: presencia de coilocitos, y/o células disque-
ratésicas, y/o células fusiformes. Los restantes signos son inespecificos.

CASOS CONTROLES
SIGNO CITOLOGICO %o % RiesgoRel. Chi2{1gl) p.
COILOCITOSIS 9 1 - 6,74 <0,01
DISQUERATOCITOSIS 21 2 - 17,74 <0,005
CEL.FUSIFORMES 14 0 - 15,05 <0,005
CITOPLASMA CLARO 42 10 6,52 26,61 <0,005
PARAQUERATOSIS 69 40 3,34 16,96 <0,005
GRANULOS CITOPL. 45 28 2,1 6,23 <0,025
COND. FILAMENTOS 56 19 5,43 29,21 <0,005
HIPERC. NUCLEAR 68 50 2,13 6,7 <0,01
BI-MULTINUCLEACION 68 48 2,3 8,21 <0,005
ANILLO PERINUCLEAR 29 19 1,74 2,74 n.s.

Riesgo relativo= Factor multiplicador de la probabilidad de infeccion por HPV
que se asocia a la presencia del signo (férmula de Bayes, seccién 34.5.).

gl= grados de libertad del test Chi 2; p=nivel de significaci6n de la diferencia de
frecuencia de deteccién del signo citolégico en muestras y controles, segun el

test Chi 2.
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FIGURA 15: Frecuencia de varios signos citomorfologicos
especificos e inespecificos de infeccion por HPV en muestras
citolégicas positivas y negativas segun el test Slot-blot de
hibridacién.
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Los resultados del estudio se muestran en la tabla 20.

El nimero de signos acumulados en las muestras citolégicas de mujeres
infectadas result6 significativamente mayor que el de las muestras control. Por
término medio, se identificaron 3,7 signos inespecificos en las muestras
positivas y 2,7 en los controles. Se observaron 4 o més signos en el 65% de las

muestras citoldgicas positivas y unicamente en el 17% de las muestras control.

De los 7 signos no especificos evaluados, 5 mostraron una correlacién mds
significativa con la presencia del DNA del HPV, segun se demostré mediante el
método estadistico de andlisis discriminante. Los signos de mayor valor
diagnéstico fueron los siguientes: células con “citoplasma claro”,
paraqueratosis, “grdnulos citoplasméticos”, “condensacién de filamentos
citoplasmdticos” y “bi-multinucleacién”. Se establecieron, mediante analisis
discriminante, las combinaciones mdis valiosas de estos signos para la
identificacién de la infeccién, y se obtuvo la férmula 6ptima de decisién para la
clasificacién de las muestras como positivas o no: mediante este método, resultd
posible identificar hasta un 65% de las mujeres infectadas, con una especificidad

del 79% (Tabla 22).
Debido al tamafio de la muestra, no se demostré correlacién alguna entre la

presencia de genotipos especificos de HPV y un patrén determinado de efectos

citopaticos.
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TABLA 21: Nuimero de criterios morfolégicos inespecificos de HPV
observados en las muestras citologicas de 100 mujeres infectadas y

100 controles.
NIVEL DE SELECCION
Casos Controles Sensibilidad Especificidad
NUMERO DE SIGNOS n? n® % %

" Almenos 1 96 84 96 % 16%
Al menos 2 88 67 88% 33%
Al menos 3 78 38 78% 62%
Al menos 4 64 17 65% 83%
Al menos 5 34 8 36% 92%
Al menos 6 14 3 14% 97 %
N2 total de casos 100 100
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FIGURA 16: Nimero de signos citomorfologicos especificos e
inespecificos de infecciéon por HPV en muestras citolégicas

positivas y negativas segun el test Slot-blot de hibridacion.
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Tabla 22: Andlisis discriminante de la asociacion de
varios signos citol6gicos inespecificos con la infeccién por
papilomavirus.

FUNCION
DISCRIMINANTE SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD

1,066 8% 100%
1,053 10% 100%
0,812 23% 97 %
0,762 . 27% 96 %
0,694 53% 90%
0,471 65% 79 %
043 mm 7%
0,440 79 % 66%
0,211 95 % 34%
0,149 100% 0%

Valor de 1a funcién discriminante= suma de los coeficientes de cada signo ( x; )
+ Kte

Kte=0,148; x;= coef. de cada signo segun andlisis discriminante.
coef. x1=0,309; coef. x2=0,240; coef. x3=0,627; coef. x4=0,291, coef. x5=0,0_1
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FIGURA 17: (A) Coilocitos “cldsicos” con nicleo
aumentado de tamafio, patrén regular de cromatina, y un limite
bien definido entre el ecto y endoplasma (Tincién de
Papanicolaou, x630).

(B) Células superficiales con “citoplasma claro”, con un
nucleo hipercromdtico, y limite mal definido entre ecto y
endoplasma (Tincién de Papanicolaou, x630).
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FIGURA 18: (A) Célula disqueratosica “clasica”, con nicleo
hipercromético, y citoplasma oreangedfilo denso (Tincién de
Papanicolaou, x630). (B) Paraqueratosis en un grupo de
células escamosas superficiales (Tincién de Papanicolaou, x100).
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FIGURA 19: (A) Células “fusiformes” (Tincion de
Papanicolaou, x200), (B) Célula con “grdnulos
citoplasmdticos” (Tincién de Papanicolaou, x630).
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FIGURA 20: (A) “Condensacion de filamentos*“ en el
citoplasma de una célula superficial (Tincién de Papanicolaou,
x630), (B) Célula con “anillo perinuclear”(Tincién de
Papanicolaou, x630).
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FIGURA 21: (A) “Binucleacion” (Tincién de Papanicolaou,
x630), (B) “Hipercromasia nuclear” en células superficiales
(Tincién de Papanicolaou, x100).
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DISCUSION

Los resultados de los diferentes estudios epidemioldgicos € “in vitro” efectuados
en los tltimos afios indican que, con toda probabilidad, el HPV es el agente
causal implicado en el proceso oncogénico del cérvix. Los estudios practicados
“in vitro” han demostrado el potencial oncogénico de ciertos genotipos de
papilomavirus humano. En efecto, se ha logrado la inmortalizacién de
fibroblastos y queratinocitos humanos mediante la transfeccién del DNA del
HPV 16 (Pirisi y cols., 1988). Por otra parte, y en linea con los resultados de
los trabajos “in vitro”, los estudios epidemiolégicos efectuados en diferentes
dreas geogréficas han revelado que existe una estrecha asociacion entre
determinados genotipos de HPV y el cdncer de cérvix (Diirst y cols., 1983,

Meanwell y cols., 1987; Schneider y cols., 1987).

En este sentido, se ha considerado especialmente significativo el hecho de que
las tasas de prevalencia del HPV sean particularmente elevadas en determinadas
dreas geograficas donde la incidencia de céncer de cérvix es alta, tales como
Latino-América y Africa tropical (Reeves y cols., 1989; Shmauz y cols., 1989).
En general, las cifras de prevalencia que se han obtenido para estas poblaciones
han oscilado entre el 8 y el 38% (Toon y cols, 1986; de Villiers y cols., 1987,
Meanwell y cols., 1987; Kjaer y cols., 1988; Reeves y cols., 1989; Shmauz y
cols. 1989; Kochel y cols., 1990). Sin embargo, para valorar estos resultados
adecuadamente, es necesario disponer de datos de referencia sobre la frecuencia

de la infeccién en poblaciones de baja incidencia y, hasta el presente, unicamente
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se han practicado estudios en édreas geogréficas con una incidencia media o alta
de cancer de cérvix. El presente estudio demuestra, por vez primera, que la
frecuencia de la infeccién por HPV en una poblacion de baja incidencia de
céncer de cervix es similar a las de otras poblaciones de media o alta tasa de
incidencia. La prevalencia de infeccién por HPV en una muestra de mujeres
representativa de la poblacién general del PV fue del 17% (IC del 95%: 14-
19%).

En general, los estudios citados revelan patrones similares de distribucién de los
genotipos especificos de HPV en las distintas poblaciones. Los genotipos 16 y
18 de HPV son los mds prevalentes entre las mujeres sin anomalias citolégicas
de la mayor parte de las series, con tasas que varfan entre el 6 y el 32% (Toon y
cols, 1986; de Villiers y cols., 1987; Kjaer y cols., 1988; Reeves y cols.,
1989). Nuestros resultados indican que en el PV, al igual que en otras
poblaciones de media y alta incidencia de céncer de cérvix, los tipos 16 y 18 de
HPV, considerados “de alto riesgo”, son los mds frecuentes. La tasa de
prevalencia para ambos genotipos fue del 11% (IC del 95%: 9%-13%), mientras
que los tipos 6 y 11 fueron identificados en el 7% (IC del 95%: 5%-9%) y el
10% (IC del 95%: 8%-12%) de los casos, respectivamente.

Nuestro estudio demuestra que la tasa de infeccién por HPV, en la poblacion del
Pais Vasco, estd en relacién con la edad. El porcentaje mds elevado de infeccién
correspondié a las mujeres mds jévenes, con un pico de frecuencia del 38% (IC del
95%: 24%-51%) para el grupo en el intervalo de edad de 16 a 20 afios. Para las
mujeres en edades comprendidas entre los 21 y los 30 afios, la prevalencia del virus
resulté del 19% (IC del 95%: 15%-23%), estabilizandose en el 13% (IC del 95%:
10%-15%) para el grupo de 30 afios en adelante. Este hallazgo es el que cabe
esperar de una enfermedad infecciosa de trasmisién sexual, y es coherente con

los resultados que se han obtenido en investigaciones sobre otras poblaciones
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(Meisels y cols., 1977; de Villiers y cols., 1987; Hording y cols., 1990; Kochel
y cols. 1990).

Hemos encontrado una tasa de prevalencia de la infeccién por HPV que es, al
menos, doble de la que han obtenido otros grupos en distintas poblaciones (de
Villiers y cols., 1987; Kjaer y cols., 1988; Kochel y cols., 1990). Este
resultado podria reflejar la alta sensibilidad del test Slot-blot que hemos
empleado para la identificacién del HPV, en comparacién con la del test FISH,
utilizado en la mayor parte de los trabajos citados. La técnica de hibridacién en
filtro in situ es m4és simple técnicamente que el test Slot-blot , ya que no exige un
riguroso aislamiento del DNA de las muestras, pero tiene el inconveniente de su
limitada sensibilidad. Algunas experiencias de comparacion entre el FISH y el
Slot-blot parecen indicar que la sensibilidad del test de hibridacion in situ es
mucho menor que la del Slot-blot, y que los resultados que produce pueden
subestimar la frecuencia real de la infeccién en una proporcién de dos o 3, como
los propios autores de estbs estudios comentan (de Villiers y cols., 1987;
Nuovo y cols., 1987; Cornelissen y cols., 1988). Por otra parte, hemos
empleado, a diferencia de la mayor parte de los trabajos citados, un control
interno del contenido de DNA humano que permite eliminar aquellas muestras
de las que no se obtiene suficiente material para andlisis. Hemos comprobado
que, a pesar de que se ha seguido en todos los casos un protocolo standard de
obtencién de la muestra del epitelio cervical, un 25% aproximadamente de las
muestras resultan inadecuadas para el andlisis con el test de hibridacién de DNA.
De este modo, hemos eliminado una proporcién importante de resultados falsos
negativos, 1o que ha condicionado un aumento proporcional en las cifras de

prevalencia que hemos obtenido.

Como consecuencia de las limitaciones técnicas de los diferentes test de

deteccién génica, no ha sido posible hasta el presente la obtencion de evidencia
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epidemiolégica sobre la naturaleza de la relacién entre el HPV y el céncer de
cérvix. Los test de deteccion génica desarrollados hasta la fecha presentan
notables diferencias en cuanto a sensibilidad y especificidad, y los resultados
que se han obtenido en los distintos estudios han estado condicionados por
completo por el tipo de test de hibridacién empleado. Por este motivo, no ha
sido posible establecer comparaciones directas entre las cifras de prevalencia del
HPV obtenidas en las diferentes poblaciones, ni sacar conclusiones sobre su
relacién con la incidencia del cancer de cérvix. Se han completado unicamente
dos estudios de correlacién en los que se ha investigado la frecuencia de la
infeccién por HPV en poblaciones con diferente incidencia de cdncer de cérvix,
con el objeto de valorar la relacién entre la variacién del factor de riesgo, es
decir, la infeccién por HPV, y la variacién en la frecuencia de la enfermedad con
la que se asocia, la neoplasia cervical (Kjaer y cols., 1988; Villa y cols., 1989).
Los resultados de ambos trabajos han sido contradictorios. Kjaer investigé la
prevalencia del HPV en dos muestras de mujeres, representativas de las
poblaciones de Groenlandia y de Dinamarca, que presentan una diferencia de 6 a
1 en cuanto a tasa de incidencia de cdncer de cérvix. En contra de las
expectativas, la poblacién de menor riesgo de céncer de cérvix (Dinamarca)
presenté una prevalencia mds elevada de los tipos de “alto riesgo” 16 y 18 de
HPV, mientras que la prevalencia de los tipos 6 y 11 result6 igual para ambos
territorios. Villa efectué un estudio con esta técnica, sobre dos muestras de
mujeres de dos poblaciones de Brasil con una clara diferencia en la incidencia
del cancer de cérvix. Los resultados de este segundo estudio, en contradiccién
con los del primero, revelaron una mayor presencia del HPV en la poblacion de

mayor incidencia del c4ncer.

Nosotros investigamos la frecuencia de infeccién por tipos especificos de HPV
en una muestra de mujeres de una poblacién de alto riesgo de cdncer de cérvix

(RU), con el propésito de contrastar los resultados con los obtenidos para la
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poblacién del PV. La diferencia en cuanto a la frecuencia total de infeccién por
HPYV que encontramos en las mujeres del mismo grupo de edad -20 a 30 afios-
de ambas poblaciones no resulté estadisticamente significativa: en el PV fue del
19%, y en el RU del 23%. La prevalencia de los tipos 16 y 18, considerados
como de “alto riesgo”, fue tambien similar en ambos paises (13 y 12%,
respectivamente, en el PV, frente a un 17 y 11% en el RU). La distribucién de
los tipos de “bajo riesgo”, por el contrario, resultd diferente en ambas
poblaciones. La prevalencia del HPV 6 fue mds alta en las mujeres del RU (21%
frente a un 6% en el PV; p<0.001), mientras el HPV 11 fue mds frecuente en el
PV (10% frente al 0% en UK; p<0.05). Si se consideran estos resultados en
relacién con las diferentes tasas de incidencia de céncer de cérvix de ambos
paises (7,3 por 100.000 en la poblacién del PV frente a 17 por 100.000 en el
RU), se comprueba que no existe relacién directa entre la prevalencia de los
tipos especificos del virus en la poblacién y la tasa de incidencia de céncer de

cérvix.

Nuestros resultados confirman la asociacién demostrada en otros estudios entre
el HPV y los tumores de cuello uterino (Diirst y cols., 1983; Meanwell y cols.,
1987; Schneider y cols., 1987b; Roman and Fife, 1989). La frecuencia de la
infeccién por HPV resulté mayor en las mujeres con lesiones neopldsicas de
cérvix que en las mujeres con citologia cervical normal. La presencia del DNA
del HPV se demostré en el 54% (IC del 95%: 41%-66%) de las muestras de
cérvix de mujeres con CIN o cédncer. El HPV 16 resulté ser el genotipo
predominante en este grupo: se detecté su presencia en el 43% (IC del 95%:
30%—58%) de las muestras de CIN, y en el 50% (IC del 95%: 23%-77%) de las

de cancer.

Se ha cuestionado la especificidad de la asociacién entre el HPV 16 y el cincer

de cérvix, y se ha sugerido que la mayor frecuencia de deteccién de este
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genotipo en las muestras de cdncer podria depender de la edad de las pacientes.
Meanwell (1987) observd que en su grupo de estudio la frecuencia de HPV 16
aumentaba con la edad, con independencia de que la paciente tuviera céncer o
no. Dado que la edad media de las mujeres con CIN 1, CIN 3 y carcinoma
invasivo es de aproximadamente 33, 43 y 52 afios, respectivamente (Report of
the Task Force., 1976), el autor concluyd que el aparente aumento en la
detecciéon del DNA del HPV 16 en estas pacientes, en relaciéon con el grado
histolégico de la neplasia, era un efecto de la edad. Nuestros resultados no
soportan esta posibilidad. Si bien la edad media para las mujeres con CIN 1,
CIN 3 y cancer de cérvix fue de 31, 39 y 54 afios, respectivamente, la
frecuencia de la infeccién entre las mujeres sin anomalias citoldgicas decrecié de
forma progresiva con la edad, por lo que la asociacién que demostramos entre el
HPV vy la neoplasia cervical es especifica o, al menos, no mediatizada por la

edad.

De los dos casos de adenocarcinoma incluidos en este estudio, uno resultd
positivo para HPV 16. Aunque otros autores han detectado el DNA del HPV 16
en muestras de este tumor (de Villiers y cols., 1986), este resultado, sin
embargo, no es ficil de interpretar, en vista del marcado tropismo del HPV por

el epitelio plano estratificado.

Se ha prestado atencién en los ultimos afios a cierta variedad de tumores
cervicales que, por su rdpida evolucién, escapan a las revisiones citolégicas
periédicas, y se ha sugerido la posibilidad de que el genotipo 18 de HPV se
encuentre implicado en su desarrollo (Berkley y cols., 1980). En un estudio
reciente, Barnes (1988) comprobé que el genotipo 18 de HPV se identificaba
con mayor frecuencia que el 16 en las muestras de una serie de tumores que se
caracterizaron por su comportamiento clinico particularmente agresivo. En el

mismo sentido se han interpretado los resultados de algunos estudios, en los que
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se observan diferencias en la distribucién de los genotipos 16 y 18 en muestras
de CIN y de céncer de cérvix. Boshart (1984) hizo la observacién, cuando
informé por vez primera sobre el aislamiento y caracterizacién del HPV 18, que
este genotipo estaba presente en el 20% de las muestras de carcinomas cervicales
analizadas, mientras que no se identificaba en ninguna de las muestras de CIN.
Kurman (1988) detect6 la presencia del DNA del HPV 18 en un 22% de los
carcinomas invasivos, y unicamente en el 3% de los CIN. No encontrd, en
cambio, diferencias significativas en la distribucién del HPV 16 en ambos tipos
de muestras. En base a estas observaciones, este autor argument$ que la baja
frecuencia del tipo 18 en las muestras CIN con respecto a las cdncer podria ser la
expresion del rdpido trénsito de las lesiones CIN asociadas a este genotipo a
carcinomas invasivos. Nuestros resultados no apoyan esta conclusién. En
ninguna de las muestras de cdncer se detectd la presencia del DNA del HPV 18,
mientras que se demostré en el 15% (IC 95%: 4-35%) de las muestras de CIN.
El porcentaje de infeccion por HPV 18 fue mayor, sin embargo, para el grupo
de mujeres con lesiones CIN que para el grupo sin anomalias citoldgicas, pero

esta diferencia no resulté estadisticamente significativa.

Hemos utilizado la técnica de PCR, ajustada para detectar una secuencia
subgenémica de HPV 16, como test confirmatorio de los resultados obtenidos
con la técnica de Slot-blot. La correlacién en la deteccidon del DNA viral entre
ambos test fue satisfactoria: en un 88% de los casos, se obtuvieron los mismos
resultados. 5 de las muestras negativas con el Slot blot resultaron positivas con
la PCR, lo que resulta coherente con la mayor sensibilidad de esta técnica. Sin
embargo, 9 de las muestras positivas con el Slot-blot fueron negativas con la
PCR, lo que resulta més dificil de explicar. Se ha demostrado que pueden
producirse resultados falsos positivos por hibridacién inespecifica de la sonda,
cuando hay una elevada concentracién de DNA de alguno de los genotipos del

virus en la muestra, incluso aunque la reaccién de hibridacién se haya
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desarrollado en condiciones rigurosas (Tm-22°C) (Wickenden y cols., 1987b).
Sin embargo, esta explicacién no es posible en este caso, ya que sélo se detectd
el genotipo 16 de HPV con el Slot-blot. Como explicacién alternativa a la
anterior, habria que considerar la posibilidad de que se hubieran producido
falsos resultados negativos por inhibicién de la reaccién de PCR. De hecho, se
ha identificado un inhibidor de la Tag-polymerasa (Franchis y cols., 1988). Sin
embargo, este factor es una proteina, y por tanto, debiera haber sido destruido
en el proceso de extraccién del DNA. No obstante, el alto porcentaje de
correlacién que se obtuvo entre los resultados de ambos test, y el hecho de que
la infeccién por el virus fuera confirmada en algunas mujeres que fueron
analizadas nuevamente algunos meses m4s tarde, claramente apoyan la fiabilidad

de los resultados obtenidos con el Slot-blot.

La tasa de incidencia de cdncer de cérvix de la poblacion del Pafs Vasco -7,3 por
cada 100.000 habitantes, ajustada a la poblacién mundial- se encuentra entre las
mds bajas del mundo. Este hecho no es consecuencia de una politica sanitaria de
prevencidn, ya que aun no se ha introducido en nuestro medio un programa
nacional de deteccién precoz del cdncer de cérvix. Por lo tanto, se puede asumir
que la baja incidencia es debida a una baja exposicién de la poblacién a los
factores de riesgo relevantes. Las implicaciones bioldgicas que derivan del
hallazgo del DNA del HPV en un porcentaje importante de las muestras de
mujeres del PV con un epitelio cervical aparentemente normal son las siguientes.
Por una parte, se puede asumir que el HPV estd verdaderamente implicado en la
“promocién” o “iniciacién” del proceso oncogénico de cérvix y, en este
sentido, no es incompatible con la hipétesis el resultado de una alta prevalencia
del virus entre la poblacién “normal”. En los animales, de forma caracteristica,
la infeccién por los virus oncogénicos (virus de la leucemia murina y de las
aves, virus de la enfermedad de Marek de los pollos) estd ampliamente extendida

en la especie, y puede afectar incluso a la totalidad de sus individuos, con
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independencia de la incidencia de la neoplasia (de The, 1977). Determinados
virus asociados a tumores humanos, como el Epstein-Barr o el virus de la
hepatitis B, adquirieren el potencial oncogénico por la presencia de otros
factores, que actuan de forma sinérgica con el virus (Epstein, 1985;
Zuckermann, 1985). Estas observaciones ponen de relieve la importancia de los
cofactores en el desarrollo del céncer. Si la asociacién que se ha demostrado
entre el HPV y el cdncer de cérvix expresara una relacién causa-efecto, los
resultados de nuestro estudio pondrian de manifiesto la importancia critica de los
cofactores en el proceso oncogénico del cuello uterino. En este sentido, hay
datos muy sugestivos acerca de la implicacién de varios agentes, como el tabaco
(Vessey, 1986), el virus del Herpes Simplex (zur Hausen, 1982), o los
anovulatorios orales (Swan y cols., 1981), entre otros, en el proceso de

transformacién maligna de las células epiteliales.

Por otra parte, hay que considerar como alternativa a la hipétesis anterior, la
posibilidad de que la asociacién HPV/ céncer de cervix exprese una relacién
“casual”. La mera presencia de determinados tipos de HPV en las muestras de
céncer de cérvix no demuestra el papel causal del virus en el desarrollo
neopldsico. No se puede descartar la posibilidad de que el tejido tumoral sea,
por su naturaleza, més suceptible a la infeccidn por el virus, que parece capaz de
invadir unicamente las células epitelias indiferenciadas (zur Hausen 1987). En
contra de esta hipdtesis, sin embargo, y a favor de la relacién causal, estan los
resultados de los estudios “in vitro”, que demuestran que los tipos 16 y 18 de
HPV modifican las propiedades proliferativas de las células infectadas. En
condiciones experimentales, se ha logrado la inmortalizacién de fibroblastos y
queratinocitos humanos mediante la transfeccién del DNA de varios tipos de HPV
(Pirisi y cols., 1988; Woodworth y cols., 1989).
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Los estudios prospectivos sobre series de mujeres infectadas tienen la ventaja, con
respecto a los estudios sobre series de casos, que permiten la demostracién de la
presencia del potencial factor de riesgo-el DNA del HPV- antes de que se desarrolle
la lesién -CIN o carcinoma invasivo-. De este modo, es posible determinar si la
naturaleza de la relacién es causal o no. Nosotros efectuamos el seguimiento por un
periodo de dos o 3 afios de un grupo de 60 mujeres portadoras de los genotipos 16
y 18 de HPV de “alto riesgo” y de un grupo de mujeres portadoras de los
genotipos 6 y 11 de “bajo riesgo”, junto con un grupo control. Hasta la fecha, 4 de
las mujeres portadoras del DNA del HPV 16/18, una portadora del HPV 6/11, y
una mujer del grupo control han desarrollado una lesién premaligna. Aunque estos
resultados son preliminares, dado el corto periodo de tiempo transcurrido, sugieren
que la infeccién por los genotipos 16/18 condiciona un mayor riesgo de
transformacién maligna que la infeccién por los genotipos 6/11 o la no infeccidn.
De confirmarse la hipétesis de 1a relacién causal entre €l virus y el cancer de cérvix,
el riesgo relativo asociado a la presencia del DNA del HPV 16 serfa de 10 para el
carcinoma invasor. Los resultados del estudio de seguimiento de mujeres con
CIN 1, no sugieren que el HPV se encuentre implicado en la progresién hacia un

CIN de grado superior, pero de momento no es posible interpretar estos datos.

Uno de los objetivos de este estudio era comprobar si el mimero de copias del
genoma viral por célula condiciona el potencial progresivo del epitelio cervical
infectado. Desde la introduccién de la técnica de PCR de alta sensibilidad, se ha
planteado la cuestién del significado biol6gico de la presencia de un nimero
reducido de copias del virus en las células epiteliales. En los tumores invasivos
de cérvix se demuestra que el contenido de DNA viral por célula es muy bajo.
Las células SiHa, que derivan de un carcinoma de cérvix, contienen solo una o
dos copias del DNA del HPV 16 (Pater y Pater, 1988) lo que sugiere la
posibilidad de que una tnica copia del genoma viral pueda inducir el fenotipo
maligno. Nosotros no encontramos relacién alguna entre el contenido de DNA

de los tipos 16 y 18 de las células del epitelio cervical y la evolucién hacia una
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de los tipos 16 y 18 de las células del epitelio cervical y la evolucién hacia una
lesién premaligna. Otros acontecimientos son necesarios probablemente para
que se produzca la transformacién maligna de las células infectadas, como la
integracién del DNA viral en el genoma de la célula huésped, que trae como
consecuencia la expresion de los ORF transformantes E6 y E7 (Schwartz y
cols., 1985), o la inactivacién de genes celulares supresores de la expresion de
los ORF virales (zur Hausen , 1986). En las muestras de carcinomas se
demostré un mimero de copias del virus (HPV 16 y 18) por célula menor que en
las muestras de CIN y de tejido cervical normal, resultado que es coherente con
la observacién de que el DNA del HPV se encuentra generalmente integrado en
los cromosomas de las células malignas (Yee y cols., 1985; Schwarz y cols.,
1985). Estos resultados indicarfan la necesidad de emplear técnicas de deteccién

del HPV de sensibilidad 6ptima, como la PCR.

Si en futuras investigaciones se confirmara el potencial oncogénico del HPV, el
hallazgo del DNA del virus en un 17% de las mujeres “normales” tendria
implicaciones para una estrategia preventiva. Una prevencion secundaria,
dirigida a eliminar la infeccién en las mujeres portadoras del virus, requeriria la
identificacién y el tratamiento de miles de mujeres de este pafs. Hasta el
presente, sin embargo, no existe un tratamiento efectivo contra la infeccién
latente por HPV (Ferenczy y cols., 1985). Una estrategia alternativa se basaria
en la identificacién de las mujeres infectadas por el virus que, ademads, hubieran
estado expuestas al efecto de un ain no identificado co-factor, y que en
consecuencia, serfan clasificadas como de “alto riesgo” de desarrollar céncer de
cérvix. La estrategia preventiva se centrarfa en evitar la exposicién a tal factor,
del mismo modo que se controla la incidencia del carcinoma hepatocelular
reduciendo la concentracién de aflatoxina en los alimentos, mds que
inmunizando a la poblacién frente al virus de la hepatitis B (Doll, 1986). Si no

fuera posible la identificacién de tales cofactores, la prevencién se basarfa en la
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demostracion de la infeccién por el virus, y en el seguimiento estrecho de las

mujeres mediante revisiones citoldgicas periédicas.

En la actualidad, la deteccién precoz del céncer de cuello uterino se basa en el
estudio citolégico de las muestras de cérvix. Aunque es el método clinico de
mayor sensibilidad para el diagnéstico de las lesiones preneopldsicas de cérvix,
su eficacia para la identificacién de la infeccién por HPV es muy limitada. El
HPYV interacciona con el proceso normal de queratinizacién del epitelio, € induce
una serie de “efectos citopéticos”, especificos e inespecificos de la infeccién,
que pueden ser identificados en las muestras citolégicas (Purola y Savia, 1977;
Croissant y cols., 1985). Nosotros identificamos los signos patognomonicos de
infeccién por HPV -coilocitos y células disqueratdsicas- unicamente en el 14%
de las mujeres en las que se demostré la presencia del DNA del virus, mediante
el test Slot-blot de hibridacién. Segun los resultados de otros grupos, hasta un
38% de las mujeres asintomdticas son portadoras del DNA del HPV, sin que se
produzcan cambios citolégicos evidentes (Toon y cols., 1986; de Villiers y
cols., 1987; Murdoch y cols., 1988; Reeves y cols., 1989). Estos datos indican
que la sensibilidad de los marcadores citolégicos “especificos” de infeccion por

HPV es baja, y se encuentra probablementre entre el 5 y el 25%.

En un intento de mejorar la sensibilidad del test citolégico en la identificacion de
la infeccién por HPV, investigamos la utilidad de varios de los marcadores
citolégicos “inespecificos”. Nuestros resultados demuestran que, aunque
ninguno de estos signos es patognomonico de la infeccién, la presencia de
varios de ellos en las muestras citolégicas se correlaciona significativamente con
la presencia del DNA del HPV. Mediante la evaluacién de estos signos, se
consiguié identificar hasta un 65% de las mujeres portadoras del DNA del virus,
con una especificidad aproximada del 80%. En los ultimos afios se han

desarrollado varios test de deteccién de DNA que permiten la identificacién de la
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infeccién subclinica por HPV del epitelio cervical. Aunque estas técnicas son las
mds sensibles para la demostracién de la infeccién, no resulta posible su
aplicacion para diagnéstico de rutina, debido a su complejidad y alto costo. Los
signos citolégicos inespecificos de infecciéon por HPV podrian proporcionar
claves para la seleccién de un subgrupo de pacientes con alta probabilidad de
estar infectadas, a las que se aplicaria un test de deteccion de DNA para

confirmar la infeccién.

Hemos demostrado que la prevalencia de la infeccién por papilomavirus es
elevada en una muestra de mujeres representativa de la poblacién del Pafs Vasco,
y que un alto porcentaje de las mujeres sin anomalias citolégicas son portadoras
de los genotipos 16 y 18 de HPV, considerados de “alto riesgo”. Aunque este
resultado no sea incompatible con la hipétesis del papel etiolégico del HPV en el
céncer de cérvix, demuestra la necesidad de nuevas investigaciones sobre la
historia natural de la infeccién y, en particular, de estudios prospectivos sobre la
relacién entre el HPV y el cédncer de cérvix que permitan, ademds, la
identificacién de los cofactores que actiian sinergicamente con el virus en la

induccién del fenotipo maligno de las células epiteliales cervicales.
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6. CONCLUSIONES

1) La tasa de prevalencia de infeccién por papilomavirus humano en una

poblacién que presenta una baja incidencia de cdncer de cérvix es del 17%.

2) Los genotipos 16 y 18 de papilomavirus, considerados como de alto riesgo,
son los mds frecuentes entre las mujeres sin anomalias citolégicas. La tasa de
prevalencia para cada uno de ellos es del 11%, frente a un 7 y un 11% para los

genotipos 6 y 11, respectivamente.

3) La tasa de prevalencia de infeccién por papilomavirus se correlaciona con la
edad. La mds elevada corresponde al grupo de mujeres entre 15 y 20 afios, y

decrece progresivamente hasta estabilizarse para las mujeres de 30 afios en

adelante.

4) La prevalencia del DNA del papilomavirus en las muestras de lesiones
neopldsicas de cérvix, analizadas con técnicas de deteccién génica, es mayor que
en las muestras de tejido cervical normal. El genotipo 16 de HPV es el més

frecuente.

5) Se obtienen resultados similares mediante la técnica de PCR y mediante el test
de hibridacién Slot-blot en una proporcién elevada de las muestras analizadas.
Esta observacién confirma la fiabilidad de los resultados de prevalencia

obtenidos mediante el test Slot-blot.
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6) No se demuestra una correlacion directa entre la prevalencia de infeccién por
papilomavirus y la incidencia de cdncer de cérvix de la poblacién. Si el
papilomavirus estuviera definitivamente implicado en el proceso de
transformacién maligna del epitelio cervical, esta observacién pondria de
manifiesto la importancia critica del papel de los cofactores en el proceso

oncogénico.

7) Hay indicios objetivos sobre la existencia de un riesgo de transformacién del
epitelio cervical infectado por los genotipos 16 y 18 de papilomavirus. Sin
embargo, no se demuestra una correlacién entre el contenido de DNA viral por

célula y el riesgo de transformacién del epitelio cervical.

8) La sensibilidad del diagnostico citologico de la infeccién por papilomavirus,
basado en la identificacién de los signos citolégicos patognomdnicos de la

infeccion, es del 15%, con relacién a las técnicas de deteccién de DNA.

9) La presencia de determinados signos citoldgicos inespecificos se correlaciona
de forma significativa con la presencia del DNA del papilomavirus en las
muestras citolégicas de cérvix. Mediante la evaluacién de estos signos, es
posible aumentar la sensibilidad del diagnostico citologico de la infeccién por

papilomavirus.
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