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RESUMEN

Fundamento: El cancer de cuello uterino (CCU) es la segunda causa de
muerte en Espafla en mujeres entre 15y 44 afos. Esta ligado intimamente a
la infeccion por el virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR). La
prevalencia del VPH-AR incrementa segiin la gravedad de la lesion, grupo
etario y region geografica cuyo conocimiento es esencial para el desarrollo
de estrategias de prevencion. El objetivo fue determinar la influencia de la
edad de las mujeres (menores o mayores de 35 afios) en relacion con la espe-
cie de VPH-AR presente y la lesion escamosa intraepitelial (LEI).

Material: Estudio observacional transversal de las citologias liquidas gi-
necologicas con LEI recibidas en el Hospital de Navarra entre 2010 y 2014
(67.935). A todas ellas se les realizo la deteccion del VPH-AR (Cervista®-
Hologic). Las mujeres se clasificaron en menores de 35 e igual o mayores de
35 afios. Se estim6 la proporcion e intervalo de confianza al 95% (IC95%).

Resultados: La prevalencia de VPH-AR fue del 59,7%, el 64,6% en mu-
jeres menores de 35 afios. Las especies de VPH-AR alfa 9 del subtipo 16
(VPH-AR 16) y alfa 5 del subtipo 51 (VPH-AR 51) fueron los mas frecuen-
tes (60,9% y 51,7%). En las mujeres mayores de 35 afios la prevalencia de
lesiones escamosas de alto grado (H-SIL) fue 6,5 % y en las de menor edad
3,7%. E1 88,8% de las H-SIL estaban asociadas a VPH-AR 16. La presencia
de VPH-AR 16 quintuplica la probabilidad de H-SIL frente a LEI de bajo
grado independientemente de la edad.

Conclusiones: El VPH-AR 16 se asocié a H-SIL mientras que las espe-
cies de VPH-AR alfa 7 del subtipo 18 y VPH-AR 51 se asociaron a LEI de
bajo grado independientemente de la edad. La alta prevalencia de VPH-AR
en la Comunidad de Navarra puede ser relevante en la futura planificacion
de las estrategias de vacunacion en nuestro entorno.

Palabras Clave: Neoplasia inraepitelial cervical, VPH, Pruebas de ADN
del Papillomavirus Humano, Papillomavirus Humano 31, Papillomavirus
Humano 16, Células Escamosas Atipicas del Cuello del Utero, Enfermeda-
des del Cuello del Utero, Vacunas contra Papillomavirus.
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ABSTRACT
Influence of Age in the Prevalence
of High-Risk Human Papiloma Virus
in Women with Pre-Neoplasic Cervical
Lesions in Navarra, Spain

Background: Cervical carcinoma (CC) is the second cause of death
among women aged 15 and 44 in Spain. CC is linked to hig-risk human
papillomavirus (HR-HPV) infection and its prevalence varies according age
and geographical region. The awereness of the latter is essential for public
health prevention efforts. The aim was to study the age related in HR-HPV
genotypes in cytologies with squamous intraepithelial lesion (SIL).

Methods: From a total of 67,935 ginecologic cytologies over a four-year
period, we selected cytologic specimens with SIL. We used the Cervista®
test to detect HR-HPV DNA. Women were classified into two groups under
35 and over 35 years old. Proportions were estimated with confidence inter-
vals at 95% (95% CI).

Results: HR-HPV prevalence was 59,7%; 64,6% in women under 35
years old. HR-HPV species alpha 9 type 16 (HR-HPV 16) and alpha 5 type
51 (HR-HPV 51) were the most prevalent (60,9% and 51,7%). High-grade
squamous intraepithelial lesions (H-SIL) were twice as high in women un-
der 35 years (6,5 vs. 3,7%). 88,8% of H-SIL was associated HR-HPV 16,
which increases the probability of H-SIL against Low-grade squamous in-
traepithelial lesions (L-SIL) regardless of age.

Conclusions: In our population HR-HPV 16 was associated to H-SIL
whereas HR-HPV specie alpha 7 type 18 and HR-HPV 51 to L-SIL regard-
less of age. The high prevalence of HR-HPV 51 in Navarra’s population
(51,7%), suggests that local vaccination programs be re-assessed.

Key words: Cervical intraepithelial neoplasia, Human Papillomavirus
DNA Tests, Human papillomavirus 31, Human papillomavirus 16, Atypical
Squamous Cells of the Cervix, Uterine Cervical Diseases, Papillomavirus
Vaccines.
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INTRODUCCION

El cancer de cuello uterino (CCU) es la
cuarta neoplasia mas frecuente en mujeres a
nivel mundial®. En Espafia se diagnostican
unos 2.511 casos nuevos cada afio, con una
mortalidad de 848 casos anuales®.

Se ha establecido que la infeccion por el vi-
rus del papiloma humano (VPH) es una causa
necesaria y la principal en el desarrollo del
CCU vy sus lesiones precursoras®. Los CCU
se desarrollan a partir de una lesion intraepite-
lial de bajo grado (L-SIL acrénimo en inglés)
que incrementa de grado de forma progresiva.
La mayoria de estas lesiones son pasajeras y
revierten espontaneamente, pero un 10-15%
progresa a lesiones intraepiteliales de alto gra-
do (H-SIL por su acréonimo en inglés) y son
estas las consideradas precursoras inmediatas
de carcinoma cervical®.

Aunque la prevalencia de los tipos de VPH
varia segun las diferentes regiones geograficas,
los subtipos VPH de alto riego (VPH-AR) 16
y/o 18 son los mas prevalentes en el desarrollo
de carcinomas infiltrantes de cuello uterino a
nivel mundial (70,9%), tanto en paises en vias
de desarrollo como en los desarrollados®. El
20% adicional estan causados por los subtipos
31, 33, 35, 45, 52 y 58 que son los responsa-
bles del 41-67% de H-SIL y del 16-32% de L-
SIL. Sin embargo, cuando se trata inicamente
de H-SIL, el VPH-AR 16 es el mas prevalen-
te (44,1%) a nivel mundial, seguido por el 58
(13,5%) en paises en vias de desarrollo y el
31 (10,2%) en paises desarrollados. Aunque el
VPH 16 sigue siendo el mas prevalente en L-
SIL (18,5%) disminuye notablemente debido
al incremento de la prevalencia de otros sub-
tipos como el 58 y el 18 en paises en vias de
desarrollo (14,4%) y el 51 y el 31 en paises
desarrollados (17%)©7.

En los primeros afios de la vida sexual se ob-
serva una elevada incidencia de infeccion por
VPH transitoria, al contrario que en las muje-
res mayores de 35 afios, que experimentan una
disminucion de la prevalencia de infecciones.
Sin embargo, el porcentaje de persistencia en

este grupo etario es mas elevado, lo que impli-
ca un mayor riesgo de lesiones pre-neoplasicas
a partir de los 35 afios. Por ello, es esencial el
conocimiento de la prevalencia y los subtipos
de VPH-AR, sobre todo en este ultimo grupo
de mujeres®?.

El conocimiento de la distribucion de los
VPH-AR a nivel mundial permite el desarrollo
de vacunas profilacticas que pretenden dismi-
nuir el riesgo de desarrollo de CCU"?, En la
Comunidad Foral de Navarra no existen estu-
dios de prevalencia de VPH-AR en citologias
ginecoldgicas con patologia.

El objetivo principal de este estudio fue de-
terminar la influencia de la edad en la preva-
lencia de VPH-AR en mujeres con distintos ti-
pos de lesion escamosa intraepitelial (LEI) asi
como describir la prevalencia de los distintos
grupos de VPH-AR segtn tipo de LEI y edad
de la mujer.

SUJETOS Y METODOS

Disefio. Estudio observacional transversal
realizado en el Servicio de Anatomia Patologi-
ca “A” del Complejo Hospitalario de Navarra
(CHN) entre Enero de 2010 y Diciembre de
2014.

Muestra. Se estudiaron las citologias liqui-
das ginecologicas enviadas al CHN inclui-
das dentro del programa de cribado de CCU
(67.935) que presentaron algiin tipo de LEI
(ASC-US, L-SIL o H-SIL). En todas se realizod
la determinacion de VPH-AR. Se excluyeron
aquellas con diagnostico de algun tipo de ano-
malia de células glandulares.

Las mujeres se dividieron en dos grupos de
edad: menor de 35 afios y mayor o igual a 35
afios.

La citologia ginecologica se obtuvo me-
diante toma exocervical-endocervical con ce-
pillo, fijada en medio liquido con PreservCyt
(Hologic), procesada mediante ThinPrep5000
(Hologic) y telida con la tincidon de Papanico-
laou modificada.
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Figura 1
Sistema de Bethesda para gradacion de lesion escamosa intraepitelial en citologia
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Las LEI se clasificaron segtn el sistema de
Bethesda 2001V (figura 1).

La deteccion de VPH-AR se realiz6 a partir
de 2 ml de muestra liquida mediante el méto-
do Cervista® (Hologic), técnica automatizada
basada en hibridacion que detecta secuencias
de ADN correspondientes a 14 tipos de VPH-
AR y las amplifica enzimaticamente gene-
rando una sefial fluorescente. El resultado es
cualitativo y agrupa los 14 subtipos en tres
especies segun sus relaciones filogenéticas:
Alfa 5 del VPH-AR subtipo 51 (VPH-AR
51): 51, 56, 66; alfa 7 del VPH-AR subtipo
18 (VPH-AR 18): 18, 39, 45, 59, 68 y alfa 9
del VPH-AR subtipo 16 (VPH-AR 16): 16,
31, 33, 35,52 y 5812,

Analisis estadistico. La edad, que seguia
una distribucidén normal, se describidé como
media, minimo y maximo, mientras que las
variables cualitativas se describieron como
frecuencia y porcentaje. En el caso de la pre-
valencia de VPH-AR y de los distintos tipos
de LEI se realizé la estimacion de la pro-
porcién y su intervalo de confianza al 95%
(IC95%). La asociacion entre los distintos ti-
pos de LEI, la positividad para VPH-AR o sus
familias presentes y el grupo de edad, se es-
tudiaron mediante tablas de contingencia .

Cuando esta asociacion resulto relevante,
se cuantificd mediante el calculo de la OR de
prevalencia (POR) o la diferencia de propor-
ciones (DP) y sus correspondientes I1C95%
mediante una macro en SPSS"®. Los analisis
se realizaron con SPSS 22 y MINITAB 17.
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Este estudio contd con la aprobacion ex-
presa del comité local de ética y de ensayos
clinicos.

RESULTADOS

La muestra seleccionada fue de 3.951 ci-
tologias, de las que excluyeron 24 con diag-
noéstico de células glandulares atipicas o ade-
nocarcinoma, 2 correspondientes a mujeres
con edades de 4 y 94 aios, y 20 citologias en
las que no se pudo determinar la presencia de
VPH-AR por motivos técnicos. Por tanto, las
citologias ginecoldgicas finalmente estudia-
das fueron 3.905.

La edad estuvo comprendida entre los 14 y
los 85 afios, con una media de 32,8 (desvia-
cion estandar de 10,6 afios). El 38,7% de las
mujeres tenian 35 afos o mas.

Se detecto presencia de VPH-AR en 2.332
casos, por lo que se estimdé una prevalen-
cia en las citologias con LEI del 59,7% (IC
95%: 58,2-61,3). Las mujeres menores de 35
aflos tuvieron una positividad para VPH-AR
del 64,6% y las de mayor edad del 52,1%
(POR=1,68; IC 95%: 1,47-1,91; p<0,001).

En la poblacion estudiada se detectaron
altas frecuencias de L-SIL (52,8%; IC 95%:
51,4-54,) y de ASC-US (42,3%; IC 95%:
40,7-43,8), mientras que las H-SIL tuvieron
una frecuencia del 4,8% (IC 95%: 4,1-5,4).

Aunque la tendencia global se mantuvo
segun el grupo de edad, en las citologias del
grupo de mayor edad se observo un 3,7% me-
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Tabla 1
Prevalencia general y por grupo de edad de VPH-AR segtin el tipo de lesion escamosa
intraepitelial
) ) o General Edad en afios n (%)
Lesion escamosa intraepitelial N
n (%) <35 >35
ASC-US: Células escamosas atipicas de significado indeterminado 706 (42,7) 469 (48,0) 237 (35,2)
L-SIL: Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado 1.456 (70,5) | 990 (74.,9) 464 (62,9)
H-SIL: Lesion escamosa intraepitelial de alto grado 170 (90,9) 84 (94,4) 86 (87,8)

Tabla 2
Prevalencia de especie de virus de papiloma humano de alto riesgo segtin el tipo de
lesion escamosa intraepitelial, general y por edad

General Edad en afios n (%)
ESPECIE N
*VPH-AR n (%) <35 >35
ASC-US L-SIL H-SIL ASC-US | L-SIL HSIL | ASC-US L-SIL H-SIL

Alfa 9 452 891 150 302 604 77 150 285 73
(VPH-AR 16) | (64,09) (61,2) | (88,8) | (644) | (61,00 | (92,8) | (63,3) | (614) | (84,9
Alfa s 317 746 42 211 507 20 106 239 22
(VPH-AR 51)| (44,9 (512) | (24,9 | (@50) | (512) | @41) | @47 | (51,5 | (25.6)
Alfa 7 211 413 23 292 9 68 121 14
(VPH-AR 18)| (29,9 (284) | (13,6) | (30,5 | (29,5) | (10,8) | (28,7) | (26,1) | (16,3)

escamosa intraepitelial de alto grado

“VPH-AR: Virus del papiloma humano de alto riesgo. ™ LEI: Lesion escamosa intraepitelial. *ASC-US: Células es-
camosas atipicas de significado indeterminado. *L-SIL: Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado. “H-SIL: Lesion

nos de ASCUS y un 6,5% menos de L-SIL,
mientras que la frecuencia de H-SIL casi se
duplico (3,7 vs 6,5%; POR=1,8; IC 95%: 1,3-
2,4; p<0.001).

La distribucion de lesiones se relaciond con
la presencia de VPH-AR (p<0,001). En las ci-
tologias positivas para VPH-AR la frecuen-
cia de L-SIL se multiplico por 1,6 (62,4 vs
38,7%) y las de H-SIL por 6,6 (7,3 vs 1,1%),
mientras que hubo la mitad de ASC-US que
en las citologias negativas (30,3 vs 60,3%).

La prevalencia de VPH-AR se incremento
al aumentar el grado de la lesion observada
en la citologia (tabla 1). Esta misma ten-
dencia se observo independientemente de la
edad de las mujeres, aunque en las menores
de 35 afos la prevalencia fue mayor tanto en
ASC-US (DP=12,8; IC 95%: 8,0-17,6) como
en L-SIL (DP=12,0%; IC 95%: 7,8-16,2)
(p<0,001). No se observaron diferencias sig-
nificativas en la prevalencia de VPH-AR en

H-SIL segtin la edad (94,4 vs 87,8%; DP=6,6;
IC 95%: 1,9-15,2; p=0,187).

El 66,5 % de las infecciones fueron debi-
das a la presencia de virus de una tinica espe-
cie y el resto fueron infecciones multiples por
dos (25,0%) y tres especies de virus (8,5%).
La edad no influy¢ en el tipo de infeccion.

Los virus mas prevalentes fueron los
VPH-AR 16 (60,9%) y 51 (51,7%), mien-
tras que los VPH-AR 18 tuvieron una fre-
cuencia del 29,3%. Esta misma tendencia se
apreci6 en las infecciones unicas y dobles,
si bien la prevalencia de las especies alpha
9 (VPH-AR 16), alpha 5 (VPH-AR 51) y
alpha 7 (VPH-AR 18) fue doble en infeccio-
nes multiples (83,5%; 75,9% y 40,6% res-
pectivamente) que en Unicas (47,5%; 36,5%
y 16,0% respectivamente). No se observaron
diferencias estadisticamente significativas
en estos porcentajes segun los grupos de
edad considerados.
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Las infecciones por los VPH-AR 16 fue-
ron significativamente mas frecuentes en H-
SIL que en ASC-US o L-SIL, mientras que
las prevalencia de las especies VPH-AR 51y
18 fueron significativamente menores en H-
SIL (tabla 2). Esta tendencia se mantuvo en
ambos grupos de edad. Considerando unica-
mente las LEI de alto y bajo grado, la infec-
cion por la especie VPH-AR 16 se asocio con
H-SIL (POR=5,0; IC 95%: 3,1-8,2; p<0,001)
mientras que la infecciéon por VPH-AR 51 y
18 se asocio a L-SIL (POR=3,2; IC 95%: 2,2-
4,6; p<0,001 y POR=2,5; IC 95%: 1,6-4,0;
p<0,001 respectivamente).

DISCUSION

En nuestra serie se observa una alta preva-
lencia de VPH-AR en LEls (59,7%), superior
en mujeres menores de 35 afios respecto al
grupo de mas edad. De Ofia y col® reporta-
ron tasas ligeramente inferiores de VPH-AR
a las nuestras en citologias patoldgicas en el
norte de Espafia. Mientras que otros estudios
mostraron este incremento de la prevalencia
en mujeres jovenes también en citologias no
patologicas>!'9, como el caso del metanalisis
de Bruni y col."” en el que alcanzaba incluso
hasta el 50% en menores de 35 aflos.

A partir de los 35 afios la prevalencia se
mantiene estable en unos valores préoximos
al 5%"¥. Sin embargo el porcentaje de per-
sistencia en este grupo etario es mas elevado,
lo que implica un mayor riesgo de lesiones
pre-neoplasicas a partir de esta edad'®. Es
por ello que durante la Gltima década se han
incorporado como recomendaciones en el
cribado de CCU las pruebas de deteccion de
VPH-AR, especialmente en mujeres mayores
de 30 afos y en aquellas con citologias anor-
males®.

Cuando relacionamos la edad con el tipo
de lesion se encuentra que el porcentaje de
mujeres con L-SIL y ASC-US es mayor en-
tre las menores de 35 afos, lo contrario a lo
que ocurre con H-SIL, que casi se duplica en
las mujeres de mayor edad. Esto coincide con
los hallazgos de estudios previos en los que
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se encuentran tasas de regresion superiores
de H-SIL en mujeres jovenes (desde el 60 al
92%) que en mayores de 35 afios (alrededor
15%)@) mientras que la incidencia de H-SIL
(CIN3) y cancer aumenta en estas ultimas
edades®.

En nuestro estudio hubo asociacion esta-
disticamente significativa entre el incremento
del porcentaje de la infeccion de VPH-AR y
el grado de LEI con independencia de la edad,
siendo hasta siete veces mayor en los casos
de H-SIL, lo que refrenda la fuerte asociacion
de la infeccion por VPH con la progresion y
desarrollo del CCU®®, Otras investigaciones
de prevalencia realizadas en mujeres con ci-
tologias andémalas también observan que el
porcentaje de infeccion por VPH-AR en mu-
jeres con H-SIL es casi el doble que con L-
SIL (85,5% frente a 47,4%.

Otro dato de nuestros resultados a resal-
tar es que los VPH-AR 16 fueron los mas
frecuentes seguidos por los VPH-AR 51,
mientras que los VPH-AR 18 tuvieron me-
nor presencia, resultados equiparables a los
encontrados en otros estudios realizados en
Espaiia en los que el VPH-AR 16 se identifico
en el 60% de infecciones simples y en el casi
el 70% de infecciones multiples®.

Como vemos, la prevalencia de infeccion
por VPH-AR se duplica cuando comparamos
infecciones Unicas con multiples indepen-
dientemente de la edad, por lo que se espe-
raria un mayor riesgo de desarrollo de CCU
en estas citologias debido al mayor tiempo
de persistencia del VPH en las infecciones
multiples. Sin embargo en el estudio de se-
guimiento de Plummer y col.?? en este ulti-
mo tipo de infecciones concluye que el riesgo
de CCU respecto a la presencia de multiples
infecciones no influye en el curso de la enfer-
medad, debido a que cada tipo de virus actua
de manera independiente a los demas.

Encontramos tasas superiores de infeccio-
nes multiples comparados con estudios simi-
lares realizados en otras comunidades (entre
5% y 30%)@, sin embargo la frecuencia de
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H-SILs no es mayor. Tanto en nuestro trabajo
como en los de otros autores®, los VPH-AR
de la familia 16 fueron los mas frecuentes en
este tipo de infecciones, lo que apoyaria lo
descrito por Plummer y col.?¥ que asocia el
CCU al tipo de VPH-AR y no al porcentaje
de infecciones.

Al igual que en el resto de estudios pobla-
cionales a nivel mundial®72%, en nuestra serie
se observa que las H-SIL se asocian funda-
mentalmente a VPH-AR 16 (88,8%). Este por-
centaje es ligeramente superior al encontrado
en otras regiones geograficas como en Estados
Unidos donde Isinga y col.?” encontraron que
alrededor del 60% de H-SIL eran causados
por VPH-AR de los subtipos 16/31 y casi el
80% de los CCU por los subtipos 16/18. En
Espaiia, Alemany y col.©® reportaron una pre-
valencia del 72,4% de H-SIL VPH-AR posi-
tivos teniendo en cuenta los subtipos 16y 18.

Cabe destacar que en nuestra investigacion
el VPH-AR 51 esta presente en el 51,7% de
todas las LEI. Este dato puede ser relevante
en la futura planificacion de las estrategias
de la vacunacion en nuestro entorno, ya que
los programas de inmunizacién actuales cu-
bren tinicamente los subtipos 16 y 18, que son
los VPH-AR mas prevalentes a nivel mun-
dial142® por lo que la efectividad variaria
seglin la region geografica®.

Uno de los resultados mas interesantes de
nuestro trabajo es que hemos conseguido me-
dir la probabilidad de desarrollar un L-SIL
frente a H-SIL segun la especie de VPH-AR.
Asi la probabilidad de tener un L-SIL frente a
un H-SIL es tres veces mayor en presencia de
VPH-AR 51 y casi el doble en presencia de
VPH-AR 18. Al contrario que para VPH-AR
16, con el que la probabilidad de desarrollar
un H-SIL frente a L-SIL es 2,5 mayor. Estos
resultados podrian ser muy utiles de tener en
cuenta en los programas de cribado, ya que
una de las limitaciones de los test de VPH es
que son muy sensibles pero poco especificos
para detectar LEI®?, por lo que se requiere la
repeticion de la prueba a los 6-12 meses. Ante
la presencia de infeccion por VPH-AR 16, 18

0 51 la repeticion de la prueba se podria acor-
tar o prolongar segin el tipo de virus®.

Las limitaciones del estudio se relacionan
con el test de Cervista, que no permite un
genotipado aislado de los VPH-AR 16 y 18
frente a los otros tipos filogenéticos de su mis-
ma especie. A su vez, los test de deteccion de
VPH detectan un nimero elevado de mujeres
con infecciones sin significado clinicamen-
te relevante o mujeres con infeccion latente,
cuya evolucion se desconoce y probablemente
se resuelva de manera espontanea por lo que,
con el fin de diferenciar la infeccion transito-
ria de la persistente y de identificar las células
infectadas por VPH en proceso de transforma-
cion neoplasica, se estan investigando nuevos
biomarcadores que incrementen el valor pre-
dictivo positivo para H-SIL y CCU, en parti-
cular el estudio de la proteina p16INK4a®%3D,
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