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CAPITULO 36

Fisiopatologia y técnicas de diagnéstico del Virus del Papiloma Humano

Laura Carrillo Franco, Marta Gonzélez Garcia, Claudia Casermeiro Garcia,
Marc Stefan Dawid Milner, y Manuel Victor Lopez Gonzalez
Universidad de Malaga

Introduccion

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es una infeccion de transmision sexual con una alta incidencia
en la poblacién joven y adulta y uno de los principales detonantes del cancer de cérvix en mujeres
(Contreras-Gonzalez et al., 2017). El cancer de cuello de Gtero es el cuarto tipo de cancer mas frecuente
en todo el mundo (3,2%) y el cuarto mas frecuente en cuanto a mortalidad (3,3%). De hecho, en 2018 se
registraron un total de 570.000 nuevos casos y 311.000 muertes (Bray et al., 2018; Global Cancer
Observatory, 2020). A nivel mundial, el 99.7% de los casos de cancer de cérvix-uterino tienen su origen
en el VPH, la ITS de mayor frecuencia. Medina-Bueno (2020) refiere que la prevalencia global del VPH
es del 41.8% y que el 33.9% de mujeres con atipia de células escamosas de significado incierto (ASC-US)
son positivas para VPH de alto riesgo. Solo el 10-15% de las infecciones por VPH evolucionan a cancer.
La persistencia y evolucion posterior a lesiones pre-malignas y malignas depende del genotipo implicado,
el tabaquismo y los estados de inmunosupresion. Las lesiones pre-neoplasicas se conocen bajo el nombre
de Lesion Escamosa Intraepitelial (SIL) o Neoplasia Cervical Intraepitelial (CIN), las cuales se categorizan
segln su grado de malignidad en bajo grado (SIL-I/CIN-1) y alto grado (SIL I-11I/CIN 1I/111). La lesién
neoplésica se conoce como Carcinoma Invasor. Cuando las lesiones cervicales son de bajo grado existe
una probabilidad de regresion del 80%, mientras que en los de alto grado este porcentaje se reduce al 20%.

Segun la Sociedad Espafiola de Patologia Cervical y Colposcopia, anualmente se detectan en Espafia
400.000 nuevos casos de lesiones cervicales pre-neoplasicas, 1.942 nuevos casos de cancer de cérvix-
uterino y se registran aproximadamente 825 muertes a consecuencia de ello. Hay que tener presente que
el VPH se transmite durante las relaciones sexuales y que las cifras indican que del total de mujeres
espafiolas sexualmente activas (18 millones aproximadamente), 2 millones presentan infeccion por VPH.
Las estadisticas sefialan, ademas, que la prevalencia de este virus es mayor en las mujeres menores de 30
afios, mientras que en edades posteriores el riesgo de infeccién es menor y muy similar entre ellas (Brotons-
Agull6 et al., 2020).

En la actualidad, en Espafia estan en vigor dos vacunas contra el VPH como forma de prevencion
primaria: una vacuna bivalente (Cervarix®) y otra polivalente (Gardasil®). Ambas protegen ante los
genotipos oncogénicos mas frecuentes (genotipos 16 y 18), sin embargo, la cobertura de la segunda es
mayor, ya que incluye ademas los genotipos 6 y 11 (Brotons-Agullé y Serrano-Carro, 2020). Segun la
Consejeria de Salud y Familias de la Junta de Andalucia, en Andalucia estas vacunas se administran, desde
2015, a las adolescentes a partir de los 12 afios de edad, antes de su primera relacion sexual. A pesar de
existir vacunas como forma de prevencidn primaria, en los Ultimos afios se ha registrado un crecimiento
evidente de las cifras de infeccion por VPH y cancer de cérvix-uterino en adultas jovenes. Es esencial, por
tanto, que se sigan aplicando programas de cribado cervical (examenes citoldgicos y pruebas de deteccion
del VPH) para prevenir lesiones cervicales neoplésicas.

El objetivo de este trabajo es presentar una revision bibliografica acerca de la fisiopatologia del VPH,
de sus principales técnicas de diagnostico y principales métodos de deteccion precoz del cancer de cérvix,
dada la alta prevalencia de ambas, su relacion y repercusiones.
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Metodologia

Para realizar la basqueda bibliografica se han utilizado 2 motores de bdsqueda: Pubmed y Scielo.
Como criterios de inclusion, se han tenido en cuenta los articulos tanto en inglés como en espafiol y que
hiciesen referencia a la patologia del VPH, sus caracteristicas, fisiopatologia, técnicas de diagndstico y
métodos de deteccion precoz. Se han incluido 16 articulos en total de entre los afios 2004 y 2022,
generalmente revisiones, aunque también guias practicas. Se ha utilizado el programa CASPe como
herramienta para valorar y seleccionar los articulos utilizados (Tabla 1).

Las palabras clave que se han utilizado en los diferentes motores de busqueda han sido: virus del
papiloma humano (human papillomavirus), fisiopatologia (physiopathology), cancer de cérvix (cervical
cancer), diagndstico (diagnostics), deteccion precoz (early detection), cuello de Utero (cervix), prueba
molecular (molecular test), citologia (citology) y genotipo (genotype).

Tabla 1. Seleccion de articulos relacionados con VVPH, sus caracteristicas, técnicas de diagndstico del VPH y métodos
de deteccidn precoz del céncer de cérvix.

Motor de Busqueda Palabras Clave Resultados Totales Articulos Seleccionados
Pubmed Human Papillomavirus AND cervical cancer 353 resultados 4 articulos
Pubmed Cervical cancer AND early detection 290 resultados 1 articulo
Scielo Virus del papiloma humano Y fisiopatologia 11 resultados 2 articulos
Scielo Virus del papiloma humano Y cuello de Gtero 39 resultados 1 articulo
Scielo Virus del papilloma humano Y técnicas de diagnéstico 22 resultados 1 articulo
Scielo Virus del papiloma humano Y céancer de cérvix 106 resultados 1 articulos
Pubmed Human papillomavirus AND molecular test 26 resultados 2 articulos
PubMed Human papillomavirus AND genotype 88 resultados 1 articulos
PubMed Human papillomavirus and cervical cancer and citology 154 resultados 3 articulos
Resultados

Fisiopatologia

El VPH es un virus de ADN bicatenario circular de unos 8000 nucleétidos. Es icosaédrico y tiene un
diametro de 55 nm. El VVPH tiene especial predileccidn por la unién escamoso-columnar del epitelio del
cuello uterino. Este epitelio se caracteriza por ser estratificado con células basales en constante division
celular (capacidad mitdtica) y sufre microtraumas durante el acto sexual, lo que facilita la entrada de los
viriones, que alcanzan la capa basal (Longworth y Laimins, 2004; Silva et al., 2013; Sendagorta-Cudé et
al., 2019). La replicacién viral se inicia con el proceso natural de diferenciacion que sufren las células
basales epiteliales. En concreto, el VPH sintetiza el ADN viral en los queratinocitos (su hospedador
natural) y transcribe sus inmuno-genes L1y L2. De esta manera, y mediante una represion viral, altera el
sistema inmune de las células, evita ser reconocido por este y las infecta. No se produce la expresion
genética viral por las células de Langerhans a las células Ty, por tanto, no se hace posible la presentacion
de antigenos a los 6rganos linfoides regionales. En este momento, el virus se sirve de la maquinaria celular
de la célula huésped para replicar su ADN, desde la zona mas profunda del epitelio a la superficie de este,
comprometiendo a la progenie. No obstante, en la mayoria de los casos, la respuesta inmune de las células
de Langerhans es suficiente como para combatir la infeccion por HPV (Alfaro-Castro y Fournier-Pérez,
2013; Vasquez-Bonilla et al., 2017; Sendagorta-Cuddsa et al., 2019).

Durante la diferenciacion, ademas de replicar su genoma, el virus codifica varias proteinas virales,
cada una con una funcion especifica. Por un lado, las proteinas E1 y E2 que se encargan del mecanismo
de replicacion y expresion génica y, por otro, las oncoproteinas E6 y E7, responsables de la persistencia
del virus y la carcinogénesis. La E6 inhibe la interaccion entre la célula epitelial y la célula dendritica,
necesaria para la defensa contra agentes infectocontagiosos y oncogénicos. Ademas, la E6 junto a la E7
impiden la produccion de interferonl (mecanismo de defensa contra virus) e inhiben los genes p53 y pBR
(genes supresores de tumores). Todos los genotipos codifican oncoproteinas E6 y E7, aunque no con la
misma intensidad. De hecho, la persistencia del virus y su posible evolucion a neoplasia depende de la
sobreexpresion de las oncoproteinas E6 y E7 y de la influencia que estas ejerzan sobre los genes p53 y
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pBR. También depende de la capacidad que tenga el genoma viral para fusionarse con el ADN de la célula
huésped (Alfaro-Castro y Fournier-Pérez, 2013; Sendagorta-Cudé et al., 2019; Toro-Montoya y Tapia-
Vela, 2021).

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae, en la que es posible distinguir varios géneros. Los
géneros que infectan a humanos se denominan con los prefijos Alpha-, Beta- y Gamma- (Sendagorta-
Cudo., Burgos-Cibrian, y Rodriguez-lglesias, 2019). Cada género contiene un nimero de especies
determinados, a los que se les asignan nimeros correlativos, pero para tipificar el VPH se recurre a los
genotipos (Bernard, 2005). Se han identificado mas de 200 genotipos de VVPH, todos ellos con la capacidad
de infectar epitelios escamosos estratificados, tanto de la piel como de la mucosa. La infeccién cutanea se
manifiesta mediante verrugas (propio de genotipos 1, 2, 3, 7 y 10), mientras que la infeccion de la mucosa,
por transmision sexual, conlleva la afeccion de sus células basales y con posible evolucion a cancer (unos
40 genotipos aproximadamente) (Silva et al., 2013). En una clasificacion taxonomica, estos Gltimos
pertenecen al género Alphapapillomavirus, mientras que los papilomas cutaneos y algunos casos de
infeccion asintomatica se incluyen dentro de los Betapapillomavirus y Gammapapillomavirus
(Sendagorta-Cudé et al., 2019).

Los genotipos con capacidad oncogénica se han clasificado en dos grupos segin su grado de
malignidad: bajo y alto riesgo oncogénico. Los de bajo riesgo se reservan para las lesiones benignas como
las verrugas anogenitales y papilomatosis laringea recurrente, siendo los genotipos mas frecuentes el VPH
6y 11. El grupo de los VVPH de alto riesgo oncogénico acoge a aquellos VPH que generan displasias y
cancer en orofaringe, ano, cérvix, vagina y vulva. Se han identificado en torno a 13 y 18 genotipos de esta
malignidad (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,52, 56, 58, 59), siendo los mas frecuentes los genotipos 16 y 18.
La Agencia Internacional para la Investigaciéon del Cancer propone, ademas, otros dos grupos segun el
riesgo oncogénico: carcinogénico probable y carcinogénico posible. EI primero incluye el genotipo 68 y
se asocia al cancer cervical. El segundo incluye los genotipos 5, 8, 26, 30, 34, 53, 66, 67, 69, 70, 73, 82,
85y 97, algunos de los cuales se relacionan con carcinoma de piel mientras que de otros no esté clara su
asociacion a cancer o lesiones preneoplasicas (Sendagorta-Cudo et al., 2019).

En algunos casos de VVPH de bajo riesgo es posible erradicar la infeccion con el tratamiento adecuado.
Los VPH de alto grado, por su parte, no producen respuesta inmunoldgica por lo que su deteccién no es
facil (Schiffman, et al., 2016; Brotons-Agulld y Serrano-Carro, 2020). En los VPH de bajo riesgo la
actividad no es suficiente para producir lesiones precancerosas o0 cancer. Los genotipos de bajo grado
presentan oncoproteinas poco afines a los genes p53 y pBR y su capacidad para penetrar en el ADN celular
es baja, mientras que en las oncoproteinas de los genotipos de alto grado sucede lo contrario. Cuando el
ADN viral de los genotipos de alto riesgo se integra en el ADN celular se produce una sobreexpresién de
E6 y E7 que promueve una proliferacion constante y anormal de las células. La ausencia de apoptosis
conlleva mutaciones que explicarian el desarrollo posterior de lesiones neoplasicas (Silva et al., 2013;
Sendagorta-Cudo et al., 2019).

Prevencion precoz y diagnéstico

Segun los datos estadisticos es fundamental aplicar programas de deteccion precoz del cancer cervical.
Desde hace mas de 50 afios, la citologia cérvico-vaginal, también conocida como test de Papanicolaou, se
ha utilizado como cribado para la deteccion precoz de lesiones pre-neoplasicas de alto grado. Es cierto que
desde su aplicacion los casos de cancer de cérvix han disminuido considerablemente, no obstante, se ha
demostrado que su sensibilidad es baja (entre 60-80% de sensibilidad).

La literatura cientifica informa que las técnicas moleculares, por su parte, ofrecen una mayor
sensibilidad, con capacidad de detectar mas del 90% de dichas lesiones. Asi, un test de VPH negativo es
mas fiable que una citologia negativa y, ademas, permite prolongar los intervalos para cribados posteriores
(més de 5 afos). Larealizacion de un test de VPH de forma complementaria a citologias positivas reafirma
la presencia de lesiones pre-neoplasicas y guia la actuacion clinica posterior, ya que el diagndstico
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definitivo se consigue con estudios histolégicos y/o colposcopias. Es importante resaltar, ademas, que las
citologias, como técnica convencional, estan sujetas a cierto grado de subjetividad al tratarse de estudios
morfoldgicos. En consecuencia, no se identifican bien las lesiones de alto grado y se somete a la paciente
a sobretratamientos. Pero por otro lado, debe mencionarse también que su especificidad es mucho mayor
que el test de VPH. La baja especificidad de este Gltimo conlleva resultados positivos para cualquier
genotipo del virus, incluido lesiones no importantes. Por tanto, la combinacién de ambas técnicas de
cribado es lo ideal para decidir qué procedimiento diagndstico (colposcopia y/o biopsia) es el idéneo para
la deteccidn de las lesiones malignas del cuello del Gtero y, a partir de estos, determinar el tratamiento de
la paciente (Lloveras-Rubio, 2017).

* Test de Papanicolaou

Se trata de un método de tincién policromatica que se aplica a citologias convencionales. Combina tres
colorantes que permiten obtener una tincion contrastada de nicleo y citoplasma (Hematoxilina, Orange G
y Eosina alcohol EA). Su importancia radica en su capacidad para definir el ndcleo a detalle, incluido el
patron cromatinico, y sobre todo, su capacidad para mostrar el grado de diferenciacion y maduracion
celular. Su prop6sito principal es detectar el cancer o cambios anormales de las células que pueden
convertirse en cancer.

* Prueba molecular del VPH cobas® 4800

El sistema cobas® 4800 es una prueba cualitativa in vitro de gran utilidad para el diagnéstico del VPH
a partir de muestras celulares de cérvix conservadas en medios de citologias liquidas especificas para este
sistema (Roche Molecular Systems, Inc., 2010). Se utiliza como cribado primario para esta infeccion y, de
hecho, a dia de hoy es la Gnica prueba que cuenta con la aprobacién de la FDA (Lloveras-Rubio, 2017).

La prueba tiene por funcion detectar 14 tipos de VPH de alto riesgo. En concreto identifica los
genotipos 16 y 18 y detecta los genotipos 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68 (Roche Molecular
Systems, Inc., 2010). Para ello, aplica dos procesos bien diferenciados:

(1) Preparacion de las muestras: extraccion automatica y simultanea del ADN del VPH y del ADN
celular en el equipo cobas x480. En primer lugar, se realiza la digestion de las muestras cervicales a
temperaturas altas y en un estado de desnaturalizacién vy, tras esto, se hace un lisado con un reactivo
caotrdpico para liberar el ADN. Liberados los &cidos nucleicos de los VPH y los de la B-globina, se
purifican aplicando un proceso de absorcién de particulas magnéticas. Por Gltimo, se lavan para eliminar
las particulas magnéticas y dejar preparada la muestra para su amplificacion y deteccion.

(2) Amplificacion del ADN, deteccion y genotipado del VPH: la amplificacion del fragmento de ADN
diana se consigue mediante PCR. Para ello, utiliza pares de cebadores y sondas complementarios a los
fragmentos diana de los 14 genotipos de VPH (200 nucleétidos) y la B-globina (amplicén 330 pb). La
deteccién es a tiempo real y se logra durante los ciclos térmicos utilizando sondas de oligonucleétidos
marcados con cuatro tipos de marcadores fluorescentes: tres marcadores distintos y especificos para
genotipos 16 y 18 y para la B-globina; y el marcador restante para el resto de genotipos de alto riesgo.
Estos procesos se detallan por separado a continuacion:

- Amplificacion del fragmento objetivo

Se produce un aumento de la temperatura en el termociclador para desnaturalizar el ADN virico y el
ADN gendmico, exponer las secuencias objetivos de los cebadores y activar la ADN polimerasa EagleZ05.
A medida que disminuye la temperatura, los cebadores se unen a las secuencias complementarias
(annealing) tanto del ADN virico como del celular. Se produce un segundo aumento de la temperatura,
momento en el que la AND polimerasa, con la presencia de dNTP, prolonga los cebadores para sintetizar
la segunda cadena de ADN, complementaria del ADN molde. De esta manera, se completa el primer ciclo
y Se obtiene una copia de ADN bicatenario del fragmento diana y de la B-globina. Estas tres fases de
variacion de temperatura se repiten para obtener una copia mas de los ADN hasta obtener la amplificacion
deseada.
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- Amplificacion selectiva

La amplificacion selectiva del ADN diana se consigue gracias a la enzima AmpErase (uracil-M-
glicosilasa) y el trifosfato de desoxiuridina (dUTP), ambos incluidos en la mezcla maestra. La enzima es
un control que asegura que los amplicones resultantes son los fragmentos de interés, relativos a los
genotipos 16 y 18 y otros de alto riesgo. Ofrece mayor fiabilidad de la técnica.

- Deteccion a tiempo real automatizada

Para la deteccion se utilizan sondas de oligonucledtidos marcados con fluorescencia. Estas sondas
ademas del marcador fluorescente tienen un enmascarador que inhibe la fluorescencia de los marcadores
de las sondas intactas. A medida, que las secuencias dianas se amplifican las sondas de oligonucleétidos
se unen a estas. En el momento que la ADN polimerasa lleva a cabo su actividad de prolongacion (5°-3)
el marcador y enmascarador se separan, dejando que el marcador emita su fluorescencia a tiempo real.
Cada marcador tiene una longitud de onda especifico que hace posible la medicién independiente de cada
uno de los amplicones de interés: amplicon del VPH 16, amplicon del VPH 18, amplicones de VPH
restantes (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68) y amplicon de la B-globina (Roche Molecular
Systems, Inc., 2010).

Discusion/Conclusiones

En Espafia se detectan al afio 400.000 nuevos casos de lesiones cervicales pre-neoplasicas derivadas
de infecciones por VPH previos, siendo las principales perjudicadas las mujeres menores de 30 afios
(Brotons-Agullé et al., 2020). Se sabe que desde hace mas de 50 afios que el test de Papanicolaou ha sido
de gran utilidad para detectar precozmente el cancer de cuello de Utero, pero su efectividad diagnéstica se
ve favorecida si se aplica de forma complementaria un estudio molecular (Lloveras-Rubio, 2017).
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