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1. RESUMEN

Introduccidn: La infeccidn por Virus del Papiloma Humano y el cancer de cuello de utero
han ido evolucionando a lo largo de los afios debido a la instauracion de la vacunacién
universal y el uso de la citologia como técnica de cribado.

Método: Estudio descriptivo y retrospectivo de 2009 mujeres que se sometieron al
cribado oportunista de Cancer de cérvix del Servicio Cantabro de Salud en las fechas
comprendidas del 1 de enero hasta el 19 de Octubre de 2022. Se les realizé una citologia
liqguida analizada por PCR e hibridacién en array con sondas especificas frente a 35
genotipos de VPH. Se compararon los datos obtenidos con los que habian sido
publicados por el HUMV en andlisis previos tanto previos a la instauracion de la
vacunacion como en afios inmediatamente posteriores.

Resultados: Las infecciones causadas por genotipos de bajo riesgo incluidos en la vacuna
han disminuido de manera significativa. El VPH31 a pesar de no estar incluido en los
genotipos cubiertos, presenta un descenso de la incidencia significativa como
consecuencia de la inmunidad cruzada. La incidencia de VPH45 y VPH51 ha descendido,
aungque no significativamente. Sin embargo, se observa un aumento significativo de la
incidencia de VPH52 entre la poblaciéon previa a la vacunacion y la actual posiblemente
explicada por un efecto nicho. El VPH16 al que se atribuye mayor poder oncogénico ha
descendido de manera significativa en toda la poblacién.

Conclusién: El uso del genotipado como método de cribado del VPH constituye una
herramienta fundamental para un mayor conocimiento de los cambios y la biologia de

la infeccidn del VPH.

Palabras clave: Vacunacion, Screening, genotipado, VPH31, VPH52 y VPH16.



2. ABSTRACT

Introduction: Human Papilloma Virus infection has been evolving over the years due to
the stablishment of Cervarix universal vaccination and the use of citology as a screening
technique for cervical cancer.

Methods: Descriptive and retrospective study of 2009 women who underwent
opportunistic cervical cancer screening program of Sevicio Cantabro de Salud from 1
January to 19t October of 2022. Patients underwent liquid citlogy analyzed by PCR and
array hybridization with 35 specific probes of different VPH genotypes. The data obtain
were compared with previous studies published by HUMV.

Results: Low-risk genotypes infections have decreased significantly. VPH31 also shows
a significant decrease due to the cross-inmunity. The incidence of VPH45 and VPH51 has
cecreased, although not significantly. However, there is a significanta increase in the
incidence of VPH52 between the pre-vaccination population and the current one,
possibly explained by a niche effect. VPH16 corresponds to the genotype that the
greatest oncogenic power is attributed. A very significant decrease in tis incidence was
observed in the vaccinated population.

Conclusion: Genotyping as an screening method is a fundamental tool for a better
understanding of the changes and biology of the VPH infection.

Key words: Vaccunation, screening, genotype, VPH31, VPH52 y VPH16.



. ABREVIATURAS:

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ASC: Células atipicas.

ASC-US: Células atipicas de significado incierto.

ASCCP: American Society for Colposcopy and Cervical Pathology.

ARNm: Acido ribonucleico mensajero.

CAP: College of American Pathologist.

CIN2: Neoplasia intraepitelial de alto grado en los 2/3 basales del epitelio con
preservacion de la maduracién epitelial.

CIN3: Neoplasia intraepitelial de alto grado en > 2/3 basales del epitelio.

E1: Proteina no estructural con funcién helicasa del Virus del Papiloma Humano.
E2: Proteina no estructural con funcion para la replicacidn y transcripcion viral
del Virus del Papiloma Humano.

E5: Proteina no estructural con funcién estimulante de E6 y E7, promoviendo la
fusion celular e inestabilidad cromosdmica en la infeccidn por el Virus del
Papiloma Humano.

E6: Oncoproteina. Proteina no estructural con funcién supresora de la proteina
p53, inhibiendo la apoptosis y evadiendo la respuesta inmunitaria en la infeccién
por el Virus del Papiloma Humano.

E7: Oncoproteina. Proteina no estructural con funcién supresora de la proteina
pRB, incrementando la actividad de cinasas dependiente de ciclinas, en la
infeccidon por el Virus del Papiloma Humano.

HC2: ADN Hybrid Capture Test.

HSIL: Lesion escamosa intraepitelial de alto grado.

HUMV: Hospital Universitario Marqués de Valdecilla.

L1: Proteina estructural principal de la capside del Virus del Papiloma Humano.
Reconoce receptores de la célula huésped. Produce anticuerpos.

L2: Proteina estructural secundaria de la capside del Virus del Papiloma Humano.
Se encarga de la unién del virion a la célula y su entrada.

LSIL: Lesidn escamosa intraepitelial de bajo grado.

NGS: Next Generation Secuencing. Secuenciacién masiva.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

p16 INK4a: Proteina codificada por el gen supresor CDKN2 (MST1, INK4a)
participa en la regulacion de la fase G1 del ciclo celular

P53: Gen supresor de tumores.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

pRB: Proteina del retinoblastoma, supresora de tumores.

VLPs: Virus-like-particle. Articula similar a virus.

VPH: Virus del Papiloma Humano.

VPH®6: Virus del Papiloma Humano genotipo 6.

VPH11: Virus del Papiloma Humano genotipo 11.

VPH16: Virus del Papiloma Humano genotipo 16.

VPH18: Virus del Papiloma Humano genotipo 18.

VPH31.: Virus del Papiloma Humano genotipo 31.

VPHA45: Virus del Papiloma Humano genotipo 45.

VPH51: Virus del Papiloma Humano genotipo 51.

VPH52: Virus del Papiloma Humano genotipo 52.



4. INTRODUCCION:

4.1. VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH): (1-4)

La infeccidén por el VPH es la enfermedad de transmision sexual mas frecuente. Se calcula
que el 91% de los hombres y el 85% de las mujeres tendrdn minimo una infeccién por
VPH en su vida (5). La mayoria de las infecciones son subclinicas y se detectan mediante
revisiones médicas en los programas de cribado. Por ello, un mayor conocimiento a
cerca del virus conlleva a un mejor manejo de métodos de deteccidn precoz.

El virus del Papiloma Humano es un virus ADN circular de doble hebra perteneciente a

la familia Papillomaviridae. De él conocemos hasta 200 genotipos, de los cuales 15

pueden llegar a ser oncogénicos. Cabe destacar la importancia de los siguientes:

- Genotipos de bajo riesgo causantes de las verrugas anogenitales en un 90% de los
casos: 6y 11.

- Genotipos de alto riesgo o poder oncogénico: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58 y 59.

Los principales VPH de alto riesgo se agrupan dentro del género alphapapillomasvirus 9
y alphapapillomavirus 7. Los distintos genotipos se diferencian en un 10% de la
secuencia de nucleétidos de la proteina L1. (6)

Los principales factores de riesgo asociados a la infeccion viral son las conductas
sexuales de alto riesgo, inicio temprano de la vida sexual y antecedentes de multiples
parejas sexuales u otras enfermedades de transmisidn sexual, lo cual es influido por un
nivel educativo y socioecondmico bajo. En el caso de la mujer, el uso prolongado de
anticonceptivos hormonales y la edad temprana del primer embarazo también
constituyen factores de riesgo. Ademas, estd favorecido por la existencia de otro tipo de
enfermedades que alteran la capacidad de respuesta de su sistema inmune y el tabaco.
(7,8)

El mecanismo de transmision del virus es mediante el contacto directo piel con piel
durante la practica sexual facilitado por lesiones o abrasiones en las mucosas llegando
hasta las células basales cervicales indiferenciadas. Por medio del proceso de
diferenciacion del epitelio cervical el VPH produce su mecanismo infectivo ya que el
genoma virico no codifica las proteinas necesarias para su replicacién.

Tras la infeccion, (Figura 1) el ADN viral se presenta de forma extracromosémica en el
nucleo de la célula epitelial del huésped, es decir, sin estar integrado en su ADN. Se
produce una amplificacién inicial y la expresidon de E1 y E2, dos proteinas esenciales para
la replicacidon y transcripcion favoreciendo la permanencia del genoma en las células
epiteliales en divisién.

En los casos de infeccidn por genotipos oncogénicos ademds de E1y E2, se expresan las
proteinas E6 y E7 cuya funcidn es inhibir p53 y pRB respectivamente. Son genes
importantes implicados en la supresiéon tumoral, y cuya inhibicion conlleva a la
acumulacién de mutaciones, alteracion del ciclo celular normal y progresion maligna. En



VPH de bajo riesgo la capacidad de expresidn de dichas proteinas es insuficiente para
generar el desarrollo de lesiones preneoplasicas.

Posteriormente, con el fin de favorecer la persistencia de la infeccion el ADN viral se
integra en el ADN de la célula huésped, coincidiendo con la expresidon de E5, una
proteina que promueve la expresion de E6 y E7 produciendo mayor inestabilidad
cromosoémica, proliferacién celular anormal y evasidn de la respuesta inmune.

El genoma del VPH puede permanecer en el nucleo celular durante afios,
denomindndose fase latente. Con la diferenciacion y ascenso de las células cervicales
hacia el estrato cdrneo se inicia un proceso de replicaciéon productiva de ADN viral y la
expresion de L1 y L2, proteinas estructurales que favorecen la formacion de viriones y
posterior liberacion para perpetuar la infeccion.

@
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Figura 1. Ciclo infectivo del Virus del Papiloma humano. Imagen tomada de: Oliva C,
Santos Dumont G, Pérez F, Zamorano R, Boettiger P. Rol del virus papiloma humano en
cabeza y cuello Role of human papillomavirus in head and neck. 2021.

El 90% de los casos la infeccidn es asintomatica y autolimitada ya que el huésped
desarrolla una respuesta inmune eficaz eliminando el virus. Uno de los mecanismos que
favorece la persistencia del virus y el desarrollo de la enfermedad es la capacidad de
evadir la respuesta inmunoldgica principalmente al ser un virus con un ciclo de vida
intracelular y no litico evitando la respuesta inflamatoria. Ademas, la expresion de
proteinas en estadios precoces es a niveles muy bajos, pasando desapercibida vy
pudiendo permanecer afios, mientras que en estratos epiteliales superiores
coincidiendo con la sintesis de proteinas estructurales y liberaciéon viral si se inicia la
inflamacién crdénica y lesiones premalignas. (3,9)

La persistencia del VPH ocurre en un 10% de las mujeres infectadas preferentemente
por genotipos de alto riesgo o coinfecciones y de estas, solo un 1% desarrollara lesiones
neoplasicas. (10)

Actualmente no se dispone de un tratamiento efectivo para las infecciones del Papiloma
Humano, ya que la mayor parte desaparecen de manera espontanea. (7)



4.2. AGENTE CANCERIGENO Y CANCER DE CERVIX (2,3,8,9,11,12)

El Virus del Papiloma Humano es un agente cancerigeno siendo numerosos los factores
virales que influyen en el desarrollo neoplasico. Dicho poder oncogénico se encuentra
en estrecha relacién con los genotipos de alto riesgo, destacando el VPH16 y VPH18
debido a la capacidad de expresidon de las proteinas E6 y E7. Otro factor fundamental es
la permanencia de infeccién por VPH a lo largo del tiempo, pudiendo existir una latencia
de hasta 15 afios entre la infeccion y el desarrollo de la enfermedad. La carga viral y la
integracion de ADN viral en el genoma de la célula epitelial también constituyen factores
claves en la proliferacién maligna.

El cancer de cérvix constituye el cuarto cancer mas frecuente a nivel mundial en
mujeres, ocurriendo la mayoria en paises en vias de desarrollo. En 2022 fueron
diagnosticados en Espaiia 2480 casos nuevos de cancer de cuello uterino principalmente
en mujeres de entre 35-45 afios y causo la muerte de 673 mujeres (13).

Tiene lugar principalmente en la zona de transformacién cervical entre el epitelio
escamoso del exocérvix y el columnar del endocérvix. (Figura 2)

Previo al desarrollo neoplasico, la infeccion del VPH produce un espectro de lesiones en
el cuello uterino que se clasifican a través de los hallazgos histopatoldgicos
determinados por el College of American Pathologist (CAP) y la American Society for
Colposcopy and Cervical Pathology (ASCCP).

- LSIL: Lesién escamosa intraepitelial de bajo grado. Se incluye la lesiéon tipo CIN1
(Neoplasia intraepitelial cervical de grado 1). La mayoria tienen una regresién
espontanea. Histolégicamente poseen abundante citoplasma, halos claros
perinucleares y paraqueratosis limitandose las lesiones al tercio inferior del epitelio
€5camoso.

- HSIL: Lesién escamosa intraepitelial de alto grado. Se incluye CIN2 y CIN3. CIN2
puede tanto regresar como progresar. CIN3 se considera la lesién precursora del
cancer de cérvix ya que tiene un elevado potencial oncogénico. Histolégicamente el
citoplasma esta disminuido de tamano.

- ASC: Células atipicas. Tienen que determinarse su relacién con HSIL (ASC-H) o ser de
significado incierto (ASC-US). Este tipo de lesiones no permiten determinar la
infeccion por VPH o de otras alteraciones con lo que es preciso realizar técnicas
complementarias para conocer su significado bioldgico.

- Carcinoma: El carcinoma epidermoide no queratinizante constituye el subtipo
histolégico mas frecuente.
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Figura 2. Proceso lesional de las células del cuello uterino hasta el desarrollo
neopldsico como consecuencia de la infeccion por VPH. Imagen tomada de:
Asociacion Espafiola de Patologia Cervical y Colposcopia. Infeccion por el Virus del
Papiloma Humano. Lesiones del tracto genital inferior y cdncer.

La infeccidon por VPH supone una causa necesaria pero no suficiente en el Cancer de
Cérvix, pero también esta relacionado con neoplasias anogenitales y de cabeza y cuello.
Global Cancer Observatory recogié datos de 2020 donde se puede observar de los 1957
casos de cancer de cérvix diagnosticados se puede atribuir mas de un 95% al VPH; asi
mismo el resto de los canceres anogenitales se relacionan en un 71% el de vagina; 83%
el de ano; 27% el de pene; 25% el de vulva; en cuanto a los tumores de cabeza y cuello
el mas relacionado es el cancer de orofaringe en un 22% (5). El genotipo causal mas
frecuente en todos los casos es el VPH16.

4.3. VACUNACION CONTRA EL VPH: (5,14,15)

El cancer de cérvix es considerado por la OMS un problema de salud publica a nivel
mundial y desde el Centro Europeo de prevencion y control de Enfermedades se
recomienda instaurar una vacunacién universal. Se considera la medida mas eficaz y
efectiva para la prevencién de la infeccidn y desarrollo de enfermedades asociadas al
VPH.

El agente inmunogénico presente en las vacunas se conoce como VLPs, son particulas
no infecciosas similares al virus que se obtienen por recombinacién genética de
proteinas L1 de la capside de los distintos genotipos del VPH.

Actualmente se dispone de tres vacunas autorizadas en Espana las cuales en ensayos
clinicos presentan una elevada seguridad, inmunogenicidad y eficacia:



GENOTIPO VPH POBLACION Y DOSIS INDICACION

16Y 18 - De 9 a 14 afios: 2 dosis | Lesiones precancerosas en
CERVARIX | *Proteccion separadas 6 meses cérvix, vulva, vagina, ano.
(2007) cruzada a VPH 31, | - A partir de 15 afios: 3 dosis | Cancer de cérvix y ano.
33y 45 separadas 1y 6 meses.
6,11,16y 18 - De 9 a 13 afios: 2 dosis | Lesiones precancerosas en
*Proteccidn separadas 6 meses. cérvix, vulva, vagina, ano.
GARDASIL | (r,7ada a VPH31. - A partir de 14 anos: 3 dosis | Cancer de cérvix y ano.
(2006) separadas 2 y 6 meses. Verrugas genitales.
6,11,16y 18 - De 9 a 14 afios: 2 dosis | Lesiones  precancerosas vy
GARDASIL9 @ 31,33,45,52y58 separadas minimo 6 meses. cancer en cérvix, vulva, vaginay
(2015) - A partir de 15 afios: 3 dosis | ano.
separadas 2 y 6 meses. Verrugas genitales.

Tabla 1. Vacunas disponibles frente al Virus del Papiloma Humano.

La vacunacién contra el VPH comenzd en Espaina en el 2007 comprendiendo a mujeres
de 11 a 14 anos administrando 3 dosis de Cervarix.

A pesar del desarrollo de diferentes vacunas la que continuda siendo de eleccidon en el
Servicio Cantabro de Salud es Cervarix, la cual aparece en el programa de vacunacion
del afio 2023. En el ambito privado la vacuna que se administra de manera preferente
es Gardasil 9. (16)

Actualmente, la cobertura de poblacidn vacunada contra el VPH se estima que es un
79% en Espafia y un 75,5% en Cantabria, recibiendo hasta la segunda dosis.

Un metaanalisis de 65 articulos publicado en 2019 por la OMS sobre la proteccion e
impacto que tienen los programas de vacunacion sistematica en nifias llegd a los
siguientes resultados:

Desde la vacunacion, se ha conseguido disminuir la infeccidon por VPH16 y 18 un 83% en
mujeres vacunadas de 13 a 19 afios, un 66% en mujeres de 20 a 24 afios y un 37% en
mujeres de 25 a 29 afios. Se observé ademds un aumento no significativo
estadisticamente en las infecciones por VPH de los genotipos de alto riesgo no incluidos
en la vacuna y que no poseen proteccién cruzada.

La apariciéon de lesiones premalignas (CIN2 y CIN3) tras la administracién de la vacuna
también se ha visto reducida en un 51% en mujeres de 15 a 19 afios y un 31% en mujeres
de 20 a 24 afios. Por el contrario, se observé un aumento de estas lesiones en mujeres
mayores de 25 aflos como consecuencia de la no vacunacion en este rango de edad.

El impacto de la vacunacién en el cancer de cuello uterino en mujeres, pese a que se
estimaba que no se podrian sacar conclusiones hasta 20 afios después de la
implantacion se ha observado en un andlisis publicado en 2021 su efecto protector. En
él se recoge una reduccién del cancer de cuello de Utero del 34% en mujeres vacunadas
entre los 16 y 18 afios, un 62% en vacunadas a los 14 y 16 aflos y un 87% en vacunadas
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alos 12 y 13 aifos. También se observé una reduccion en el diagndstico de CIN3.(17)

En octubre de 2022 se ha aprobado la vacunacion a nifios varones en Espafia. A pesar
de que ya se muestren efectos beneficiosos en varones como consecuencia de la
vacunacion en mujeres, un estudio realizado en Australia muestra una reduccién del
21% de la infeccion tras la instauracion de la vacunacién universal.(18)

Se puede concluir con todo ello que tanto las lesiones benignas (verrugas anogenitales)
como las lesiones de alto grado (lesiones precancerosas y cancer de cérvix) se han visto
reducidas tras la instauracién de un programa vacunal, y su reduccién es mayor a medida
que se disminuye la edad de vacunacion. La vacunacién universal ha supuesto también
una disminucion de la infeccién de VPH y aparicién de verrugas anogenitales. Ademas,
los programas de vacunacion en mujeres confieren proteccién comunitaria a hombres
heterosexuales no vacunados y mujeres no vacunadas, lo cual no se observa en hombres
homosexuales.

A pesar de la vacunacion las mujeres contindian con la exposicién a otros genotipos del
VPH que también pueden causar lesiones de alto riesgo.

4.4. CRIBADO DEL CANCER DE CERVIX: (1,8,19-22)

El objetivo de la prueba de cribado es la reduccion de la mortalidad a causa del cancer
de cuello uterino aplicado en mujeres asintomaticas de manera periddica como
mecanismo de prevencidén secundaria. Por medio del cribado se detectan lesiones
escamosas de alto grado y carcinoma epidermoide, pero no es un método diagndstico.
La mayorias de las lesiones de bajo grado carecen de potencial maligno y remiten
espontaneamente.

El Programa de cribado actual implantado en Espaiia, actualizado en 2019, se inicia a
los 25 afios independientemente de haber iniciado la practica de relaciones sexuales o
el estado vacunal. Por debajo de esta franja de edad, no se realiza ningun tipo de cribado
ya que un gran numero de infecciones y lesiones de bajo grado que se detectan son
transitorias, evitando el sobrediagndstico y sobretratamiento.

Entre los 25 y 29 afos se realizard una citologia cada 3 afios. No se usa la deteccién de
VPH ya que conllevaria al sobrediagndstico de infecciones transitorias que no generan
dano epitelial.

A partir de los 30 y hasta los 65 afios esta indicada la realizacién de la determinacion del
VPH en una citologia liquida cada 5 afos. En caso de mujeres histerectomizadas se
finaliza el programa de cribado. Las mujeres embarazadas continlan con el programa
de cribado igual que la poblacién general.

Finaliza a los 65 afios si hay constancia de ultimas dos determinaciones de VPH
negativas, tres ultimas citologias negativas o mas de 20 afios sin evidencia de neoplasia
intraepitelial en mujeres con antecedentes. En caso de no cumplirse, se recomienda una
deteccién de VPH a los 70 afios. Se estima que con el aumento de la esperanza de vida
se revise la edad de finalizacién de cribado alargandolo. (23)
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A continuacidn, se procedera a explicar detalladamente las distintas técnicas empleadas
en la profilaxis secundaria del cancer cervical:

Citologia convencional (Papanicolau): Técnica de eleccién en la actualidad para
mujeres jovenes, con gran eficiencia y eficacia, demostrando la reduccién del cancer
de cérvix escamoso en un 75%. Se basa en el estudio morfoldgico de las células
recogidas por el cepillo de la zona endocervical, y con una espdatula de madera del
exocérvix depositado sobre un cristal y fijado posteriormente. El frotis es analizado
posteriormente por el citopatélogo en busca de células atipicas y se describe el
resultado. Finalmente, por la Clasificacion de Bethesda (24) se informa sobre la
citologia (idoneidad de la muestra, categorizacion general e interpretaciéon de
resultado).

Los errores mas frecuentes ocurren en la toma de la muestra. Un metaanalisis de 59
series concluyo que la sensibilidad es inversamente proporcional a la especificidad a
la hora de interpretar la citologia.

Citologia liquida: El método de obtencién de la muestra es idéntico a la citologia
convencional con la diferencia de introducir tanto el cepillo como la espatula en una
solucién del liquido fijador. Posteriormente se extiende en una monocapa y es
analizado por un patdlogo.

Esta técnica supone una mejora en la calidad del material obtenido, su conservacién
y la posibilidad de poder ampliar el estudio de la muestra con andlisis de material
genético. Progresivamente ha ido sustituyendo a la citologia convencional.

Deteccidon de VPH: Existen numerosos métodos comercializados con diferencias
importantes entre ellos. Se obtiene una muestra cervical obtenida tanto por
profesionales sanitarios como por la propia paciente. Se basa en detectar la
presencia del VPH a través del material genético confiriendo un alto grado de
especificidad por medio de la hibridacidon de distintas sondas. A través de esta
técnica se permite conocer la carga viral, la integracién del ADN en las células del
huésped y el tipo de VPH.

o PCR, REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA: consigue amplificar una muestra
de ADN de manera que se puede identificar el tipo especifico de VPH. También
puede realizarse la deteccidn de ARNm.El revelado de la técnica de PCR se puede
realizar por diversos métodos comercializados.

o HC2, CAPTURA DE HIBRIDOS: Se utiliza un pool de sondas complementarias a los
distintos genotipos de VPH de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59 y 68). También esta disponible con los de bajo riesgo. Permite detectar la
carga viral de manera semicuantitativa, por lo que se establece un umbral para la
determinacién de positivo y negativo y depende de dicho umbral la sensibilidad
y especificidad. El inconveniente es que no permite distinguir la presencia de
infecciones multiples.

o Deteccidon de VPH de alto riesgo y genotipificacidon, técnicas de secuenciacidon
masiva o NGS.
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- Marcadores moleculares: El analisis de marcadores moleculares surge como
consecuencia de la deteccidén de infecciones transitorias y lesiones de bajo grado
intraepiteliales a partir de la citologia y de las técnicas de analisis de ADN. Por ello, a
través de la expresion molecular celular se puede distinguir la transformacién vy la
integraciéon del ADN viral en la célula huésped convirtiéndose en neoplasica.
Aportan una gran sensibilidad y especificidad.

o ARNmE6Yy E7: Es necesaria la integracion del material genético del virus en el del
huésped para la transcripcion a ARNm y la expresion de ambas proteinas. Se
observé que las mujeres con ARNm E6 y E7 positivo tenian un riesgo 70 veces
mayor de progresion de lesiones cervicales a CIN2+.

o Proteina p16 INK4a: Es un inhibidor de las quinasas dependientes de ciclinas y por
tanto inhibe la proteina del Rb, cuya funcién principal es inhibir la divisidn celular.
En el Cancer de cérvix la p16 se encuentra sobreexpresada. Muy especifica y
disminuye los errores intra/interobservador. En un estudio se manifiesta que el
44% de las mujeres con LSIL y sobreexpresién de p16 progresaron a HSIL.

o Ganancia del brazo largo cromosoma 3: Es la alteracidn genética mas frecuente
encontrada en los carcinomas invasivos de cuello de Utero, presente en mas del
90% de los casos. Esta ganancia genética contribuye a la carcinogénesis debido a
gue en esa regién se encuentra un gen que forma parte del ARN de la telomerasa.

En caso de dar positivo una prueba de cribado, se procedera a la realizacién de la técnica
inversa, es decir, en caso de haberse realizado una citologia se realizard una
determinacién de VPH y al revés. En caso de continuar con un diagndstico de sospecha
se procedera a la realizacién de una colposcopia y la toma de una biopsia cervical.

5. HIPOTESIS:

La prevencidon primaria mediante la vacunacidon universal junto con la prevencién
secundaria ha supuesto un gran avance en la deteccidon precoz y disminucidn de la
mortalidad por cancer de cérvix.

Como consecuencia de estas medidas preventivas, el espectro de infeccidn por Virus del
Papiloma Humano ha cambiado.

Por otro lado existe un cambio en el método de cribado poblacional auspiciado por el
Ministerio de Sanidad en el que se favorece la prueba de deteccidon de VPH frente a la
citologia.

Por ello, el objetivo del trabajo es analizar la distribucion de los genotipos del VPH en
lesiones premalignas y carcinoma cervical diagnosticadas en el Servicio Cantabro de
Salud en 2022 y compararla con series previas de nuestro propio entorno (tanto
prevacunales como postvacunales iniciales).

Asimismo pretendemos comprobar si la implantacion de la vacuna ha introducido un

cambio en los genotipos causantes de las lesiones, y por ultimo incidir en la distribucion
de genotipos en el espectro de edad incluido en el programa de vacunacioén.
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6. MATERIAL Y METODOS:

Se trata de un estudio descriptivo y retrospectivo.

La poblacidn a estudio esta constituida por 2009 mujeres que realizaron el programa de
cribado oportunista de cancer de cérvix del Servicio Cantabro de Salud en las fechas
comprendidas del 1 de Enero de 2022 hasta el 19 de Octubre de ese mismo afno. Se les
realizd una citologia liquida que fue analizada por una técnica de PCR con hibridacién
tipo especifica en array de baja densidad (CLART HPV. GENOMICA SAU Espaiia).

Brevemente se realizd6 una toma de alicuota del vial de citologia liquida (SurePath de
Becton Dickinson) y se sometid a PCR frente a la regiéon comun L1 presente en todos los
genotipos de VPH. Posteriormente se depositd el producto de PCR sobre un array de
baja densidad en el que se encuentran presentes sondas especificas de 35 genotipos de
alto y bajo riesgo de VPH, asi como controles de amplificacidon y de integridad de la
muestra (Figura 3).

La lectura del resultado se llevd a cabo en un lector HPV-CLART de la propia empresa
Genomica SAU.

La obtencion de los datos se procedid mediante los registros documentados por el
Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla.

Los datos de distribucidon de genotipos asi como el espectro de edades se obtuvieron
asimismo del LIS de Anatomia Patoldgica (Gespath. Esblada systems).

Figura 3. Array de baja densidad realizado sobre una muestra de citologia liquida
empleado para el genotipado de VPH. Imagen cedida por el Jefe de Servicio de
Anatomia Patolégica del HUMV, José Javier Gdmez Romdn.

Se compararon los datos obtenidos con los que habian sido publicados por el HUMV en
analisis previos (14)

Establecer la distribucién de los genotipos virales y compararlo con los datos previos
existentes previos a la vacunacion.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION:

Los resultados obtenidos en este trabajo se obtienen del andlisis de 2009 pacientes
residentes en Cantabria que participaron en el programa de cribado oportunista de
cancer de cérvix del Servicio Cantabro de Salud en las fechas comprendidas del 1 de
enero al 19 de octubre de 2022.

Una de las principales limitaciones presentes en el estudio es el desconocimiento del
estado vacunal de las mujeres que llevaron a cabo la prueba de screening. Sin embargo,
teniendo en cuenta que el 79% de la poblacion espafiola ha participado en el programa
de vacunacion, los resultados obtenidos son relevantes en el estudio del impacto de esta
medida de prevencidn primaria.

Del total de las mujeres a las que se realizd la citologia liquida resultaron positivas 926
personas, 1036 obtuvieron un resultado negativo y 47 fueron no valorables (ausencia de
DNA integro en la muestra o presencia de inhibidores de la PCR). La prevalencia de
personas infectadas por el VPH del estudio es del 46%.

Dentro de dichas pacientes, un 58% presentan a una infeccién por un solo genotipo y el
42% restante son coinfecciones, siendo un 25% correspondiente a una infeccién doble
y el otro 17% infecciones multiples, llegando una paciente a estar infectada por 8
genotipos diferentes. Cabe destacar que la mayoria de las infecciones, el 71%
corresponden a genotipos considerados de alto riesgo, es decir, genotipos que
presentan asociacion al desarrollo de neoplasias.

Por medio de GENOMICA hemos podido desglosar los diferentes genotipos del virus del
papiloma humano presentes en las mujeres infectadas de Cantabria. Se puede observar
hasta un total de 32 genotipos diferentes. (Figura 4).

DISTRIBUCION DE GENOTIPOS
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Figura 4. Distribucidn de los diferentes genotipos del VPH.
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A continuacién (Tabla 2), se muestran los resultados obtenidos en este estudio
comparados con datos recogidos por otro estudio publicado en 2021 (14) con el fin de
observar si ha habido variacién en la prevalencia de los genotipos VPH6, VPH11, VPH16,
VPH18, VPH31, VPHA45, VPH51 y VPH52 tras 15 afios desde el inicio de la vacunacion.

Para ello se ha utilizado la prueba estadistica Chi Cuadrado al tratarse de una variable
cualitativa (infeccién por VPH) en muestras poblacionales diferentes dentro del mismo

territorio, Cantabria.

GENOTIPO PREVACUNACION POSTVACUNACION P Valor
(2002 - 2007) TARDIA (2022)

VPH6 324 35 1,3491E-20. Significativo
VPH11 125 11 1,79796E-09. Significativo
VPH16 927 164 3,49666E-41. Significativo
VPH18 183 19 3,1565E-12. Significativo
VPH31 219 59 0,000101052. Significativo
VPH45 28 13 0,992817019. No significativo
VPH51 165 91 0,182937179. No significativo
VPH52 43 60 5,45281E-09. Significativo

GENOTIPO POSTVACUNACION PRECOZ POSTVACUNACION P Valor
(2008 - 2016) TARDIA (2022)

VPH6 799 35 1,51377E-05. Significativo
VPH11 407 11 2,59092E-05. Significativo
VPH16 2816 164 4,17566E-09. Significativo
VPH18 594 19 2,7015E-06. Significativo
VPH31 1308 59 4,90735E-08. Significativo
VPHA45 285 13 0,014507965. No significativo
VPH51 987 91 0,787039196. No significativo
VPH52 811 60 0,142630766. No significativo

Entre los afios 2002 — 2007 fueron estudiadas un total de 3395 mujeres.
Entre los afios 2008 — 2016 fueron estudiadas un total de 17648 mujeres.

En 2022 se estudiaron 1581 mujeres.

Tabla 2. Comparacion de las infecciones de distintos genotipos de VPH en un periodo
comprendido desde 2002 a 2022. Datos de prevacunacion y postvacunacion precoz
obtenidos de Freire-Salinas J, Benito R, Azueta A, Gil J, Mendoza C, Nicolas M, et al.

Genotype Distribution Change After Human Papillomavirus Vaccination in Two
Autonomous Communities in Spain. Front Cell Infect Microbiol. 2021 Sep 22;11.

Por medio del analisis mas en profundidad de la evolucion de los distintos genotipos se
puede destacar la disminucidén estadisticamente significativa de las infecciones por
VPH6 (p<0,01) yVPH11 (p <0,01), ambos de bajo riesgo y responsables de la aparicidon
de condilomas (Figura 5). Es preciso indicar que en el inicio de la vacunaciéon gran
numero de nifas fueron vacunadas con Gardasil (no se dispone de la frecuencia exacta)
que protege frente a los dos genotipos.

La aparicion de condilomas acuminados supone la infeccidon de transmisidn sexual mas

prevalente a nivel mundial. A pesar de ello, no se realiza la determinacién del genotipo
del VPH de forma habitual ya que no supone ningun cambio a nivel diagndstico ni
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terapéutico. Un estudio del Hospital General Universitario de Valencia sobre el
genotipado de las verrugas genitales publicado en 2022 apoya los resultados obtenidos
(25) exponiendo la disminucién de la prevalencia de VPH6 y VPH11 a expensas de la
vacunacion universal.
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Figura 5. Incidencia del VPH6 y VPH11 desde el 2003 hasta 2016. Datos cedidos por el
Jefe de Servicio de Anatomia Patoldgica del HUMV, José Javier Gdmez Romadn.

En los genotipos de alto riesgo se ha concluido la disminucién estadisticamente
significativa de VPH31 (Figura 6) con respecto a la prevacunacion y la postvacunacion
precoz (p<0,01 en ambos). Este descenso puede explicar debido a la proteccién cruzada
de Cervarix sobre él.
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Figura 6. Incidencia del VPH31 desde el 2003 hasta 2022. Datos cedidos por el Jefe de
Servicio de Anatomia Patoldgica del HUMV, José Javier Gdmez Romadn.

A pesar de que el genotipo VPHA45 (Figura 7) también presente dicha proteccién cruzada
en la vacunacion no ha habido un descenso estadisticamente significativo en
comparacion con el periodo prevacunacién (p >0,01) ni con la postvacunacion precoz (p
>0,01).
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Otros genotipo que tampoco ha mostrado una disminucidn significativa es VPH 51
(Figura 8).

En cambio, el VPH52 (Figura 9) ha presentado una aumento significativo de las
infecciones a partir del inicio del programa vacunal como se muestra entre el periodo
prevacunacién y vacunacion precoz, y un aumento no significativo al compararlo con la
postvacunacion tardia. Esto puede explicar un posible efecto nicho, es decir, aumento
de los genotipos no cubiertos por la vacuna en decrimento de los que si estan cubiertos.

Este efecto nicho se encuentra en discusion en la actualidad. Un estudio italiano
publicado en 2018 (26) plantea si el aumento en la prevalencia se deba a un aumento
real, produciendo un reemplazo de genotipos o bien ocurra como consecuencia de un
enmascaramiento del diagndstico del VPH52 previo a la instauracién de la vacuna,
cuando las concentraciones de VPH16 eran mayores.

Otro estudio reciente, publicado en 2021 por un equipo danés respalda esta hipotesis
anadiendo la necesidad de realizar un estrecho seguimiento a la evolucion de los
genotipos de manera mas especifica. Ademds del VPH52, un metaanalisis britanico
publicado en 2016 (27) también platea un posible aumento en VPH39, VPH53 y VPH73.
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Figura 7. Incidencia del VPH45 desde el 2003 hasta 2022. Datos cedidos por el Jefe de
Servicio de Anatomia Patoldgica del HUMV, José Javier Gdmez Romdn.
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Figura 8. Incidencia del VPH51 desde el 2003 hasta 2022. Datos cedidos por el Jefe de
Servicio de Anatomia Patoldgica del HUMV, José Javier Gdmez Roman.
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Figura 9. Incidencia del VPH52 desde el 2003 hasta 2022. Datos cedidos por el Jefe de
Servicio de Anatomia Patoldgica del HUMV, José Javier Gdmez Romadn.

Los principales genotipos que poseen poder oncogénicos son el VPH18 y VPH16 y por
ello ambos genotipos estan incluidos en todas las vacunas disponibles. Respecto a la
distribucidon del primero, la muestra estudiada es poco representativa ya que la
prevalencia en Espaia es menor que en otros territorios y tan solo 19 personas resultan
infectadas.

El genotipo 16 es el agente causante mas frecuente de infecciones del virus del papiloma
humano, teniendo una prevalencia del 10,37% (Figura 10). Es el genotipo que mas se
ha relacionado con la aparicién de lesiones malignas cervicales por lo que todas las
vacunas desarrolladas presentan actividad contra él.

Como forma de comprobar el impacto de la vacunacién en el VPH16 se puede analizar
la edad de las mujeres infectadas por él. Cabe destacar los 38 afios como la edad a la
que mds mujeres estan infectadas por el genotipo. Este dato tiene relevancia, puesto
que cuando se inicié la vacunacién en Espaiia (2007) tenian 22 afios, y por tanto no
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entraron en el programa de prevencién del VPH. Lo mismo ocurre con los 35 y 46 afios
(prevalencia del 5,48% cada uno).

De la misma manera, la incidencia del VPH16 ha descendido de manera
estadisticamente significativa tras la instauracion de Cervarix (Figura 11). Tras la
comparacion de resultados publicados en articulos previos (14) y los recogidos en el
estudio de la poblacidon en 2022 se debe destacar que en la poblacion tedéricamente
vacunada la proporcidon de infecciones por VPH16 es muy baja con respecto a las
mujeres de mayor edad que no entraron en el programa vacunal.

Para poder comprobar dicho efecto se deberia realizar un seguimiento de |las
infecciones de las mujeres por debajo de 30 afios, ya que constituyen a las que se
comenzd a vacunar hace 15 anos.
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Figura 10. Distribucidn de la edad de las mujeres infectadas por VPH16.
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Figura 11. Incidencia del VPH16 desde el 2003 hasta 2022. Datos cedidos por el Jefe de
Servicio de Anatomia Patoldgica del HUMV, José Javier Gdmez Romdn.
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8. CONCLUSION:

La modificacion del método de cribado actual basado en la citologia y deteccidn de
VPH por una técnica de genotipado supondria un mayor conocimiento sobre los
cambios y la biologia de la infeccidn por VPH a nivel poblacional.

Las vacunas utilizadas han contribuido a una disminuciéon estadisticamente
significativa de la proporciones de VPH de los tipos 6, 11, 16 y 18 en Cantabria
evidentes ya en poblaciones jévenes y mas pronunciado conforme se ha consolidado
la vacunacién universal en la poblacién diana.

Se aprecia un efecto de inmunidad cruzada significativo desde el punto de vista
estadistico de las vacunas utilizadas en Cantabria sobre el genotipo VPH31 con
disminucién del porcentaje de mujeres infectadas por dicho genotipo.

Existe un efecto de incremento estadisticamente significativo entre la poblacion
prevacunal y la actual del genotipo VPH52 que podria indicar un efecto nicho y que
debe ser evaluado en estudios posteriores.

Existen muy escasos casos positivos para VPH16 en las mujeres incluidas en el rango
de edad vacunado (entre 14 y 30 afios de edad).

En resumen la vacunacién frente a VPH porporciona datos robustos de proteccidn
en la poblacién de Cantabria en los genotipos incluidos y efectos de inmunidad
cruzada. Sin embargo, existe el riesgo de incremento de algin genotipo no incluido
en las vacunas que es preciso vigilar en oleadas sucesivas.
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