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Introduccion

VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO
Accidn patégena
Virologia

El virus del papiloma humano (VPH) es un virus pequefio, con
una doble cadena de ADN. Inicialmente, fue considerado como un
miembro mas de la familia Papovaviridae, junto a los poliomavirus
murinos, los virus vacuolados de los simios (SV40) y los virus BK y JC
humanos; todo ello, por sus similitudes superficiales en microscopia
electronica y por sus propiedades biologicas (Pfister, 1984). Sin
embargo, estudios genéticos y moleculares recientes han demostrado que
esta asociacion taxonomica es incorrecta. Asi, por ejemplo, al contrario
de lo que ocurre con los otros papovavirus, nunca el VPH se ha podido
propagar en cultivos celulares. Por esta razon, entre otras, este grupo de
virus debe ser considerado como una familia distinta y Unica.

Las particulas del VVPH aisladas en conejos, ciervos o humanos,
son similares en cuanto a su apariencia. Consisten en un “core” central
constituido de una doble cadena de ADN circular formado por unos
7.900 pares de bases, dentro de una cépside de proteina viral. Todas las
secuencias codificadoras o de trascripcion (ORF) se hallan en una sola
cadena de ADN, y todos los VPH comparten una misma organizacion del
genoma (Lowy y Howley, 2001). La capside estda compuesta por 72

subunidades (capsomeros) distribuidos en un patron icosaédrico
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simétrico, que da al virus un aspecto esférico en el examen con
microscopio electrénico. Las particulas maduras no tienen una membrana
externa envolvente, lo que condiciona la baja antigenicidad de la
infeccion por el virus.

El andlisis bioquimico de la capside viral ha demostrado la
existencia de dos familias distintas de proteinas estructurales. Las
proteinas mayores de la cépside del VPH sirven como antigenos
especificos de género (Tomita y cols., 1987). Por el contrario, las
proteinas menores de la capside parecen ser altamente tipoespecificas y
podrian ser utilizadas para la tipificacion inmunohistoquimica de la
infeccion por VPH (Pfister, 1984).

El genoma del VPH esta dividido, desde el punto de vista de su
funcién, en dos grandes dominios: las regiones E 'y L. La region E (early)
representa alrededor del 45% del genoma viral. En general, esta region se
expresa en periodos precoces de la infeccién y codifica proteinas
relacionadas con la induccion y regulacion de la sintesis de ADN. A su
vez estd integrada por los genes E1 a E8. Desde el punto de vista de la
transformacion celular, los genes que mas importancia tienen son E1, E2,
ES5, E6 y E7. La region L (late) comprende aproximadamente el 40% del
genoma virico, se expresa en los estados tardios de la infeccion y esta
compuesta por los genes LI y L2. Dicha region codifica la sintesis de

proteinas de la capside viral.
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Entre la regién E y la regidn L existe un tercer fragmento de ADN
que representa un 15% del genoma viral, la region LRC, que contiene

genes implicados en la regulacién de la trascripcion y la replicacion.

Patogenia

La patogenia de la infeccion por el VPH ha sido estudiada por
varios autores (Fehrmann y Laimins, 2003; Munger y Howley, 2002). El
periodo de incubacion ha sido establecido experimentalmente por la
inoculacion de extracto de verrugas cutaneas a voluntarios.
Frecuentemente, las verrugas se desarrollan en 3 6 4 meses, incluso
ocasionalmente crecen en 6 semanas y hasta 2 afios después de la
inoculacion.

Aunque poco se conoce sobre el primer estadio de la infeccion
por VPH, es asumido que el ciclo replicativo del virus comienza con la
entrada de particulas virales en el estrato basal, porque el ADN viral es
detectado en los ndcleos de las células basales. Las células basales se
diferencian y progresan hacia la superficie del epitelio, el ADN del VPH
se replica y se transcribe, y, finalmente, viriones completos son liberados
empaquetados entre los restos de los queratinocitos muertos.

En una verruga, o en un condiloma, la replicacion viral esta
asociada con un aumento de la proliferacion de todas las capas

epidérmicas, excepto la capa basal. Este proceso produce acantosis,
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paraqueratosis e hiperqueratosis. Hay también una profundizacion de los
surcos y crestas, lo que produce la tipica arquitectura papilomatosa.
Algunas celulas infectadas se transforman en coilocitos (figura 1), que,
histolégicamente, son células escamosas grandes y poligonales, con un
nucleo encogido dentro de una gran vacuola citoplasmatica. También se
observan, dentro de los coilocitos, cuerpos de inclusion citoplasmaticos.
Una excesiva proliferacion de células semejantes a células basales
(proliferacion basaloide) con una alta relacion nucleo/citoplasma y con
un gran numero de mitosis, algunas anormales (disqueratosis), es la

caracteristica del inicio de malignidad provocada por el VPH.

Figura 1: Detalle de los coilocitos (tomado de Lewin y cols., 2004)
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En las lesiones benignas causadas por el VPH, el ADN viral esta

situado extracromosémicamente, en el ndcleo de la célula infectada. Sin
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embargo, cuando el ADN del VPH es detectado en neoplasias
intraepiteliales de alto grado y en canceres, éste, esta generalmente
integrado en el cromosoma (Fehrmann y Laimins, 2003; Zur Hausen,
2002; McGlennen, 2000; Munger y Howley, 2002).

La integracion del ADN del VPH ocurre en sitios especiales del
cromosoma de la ceélula, separando especificamente la region
transcriptora E2 (Thorland y cols., 2003). Esta interrupcion de E2,
probablemente, juega un papel en el desarrollo de la malignidad, porque
la expresion de esta region transcriptora lleva a una baja regulacién de E6
y E7, cuyos productos interfieren con las proteinas supresoras p53 y la
proteina del retinoblastoma (pRb). Otros mecanismos potencialmente
oncogenicos del VPH son la induccion de inestabilidad cromosomica, la
cooperacion con oncogenes activados, la metilacion de sitios
cromosomicos virales y celulares, la activacion de la telomerasa y
factores hormonales e inmunologicos (Hildesheim y Wang, 2002).

La respuesta del hospedador a la infeccién por VPH es poco
conocida. Sin embargo, varias observaciones clinicas sugieren que la
integridad del sistema inmune es importante en la resolucion de la
infeccion por VPH: la enfermedad ocurre con frecuencia y es mas severa
en pacientes inmunodeprimidos. También afecta de forma severa a
pacientes con enfermedades linfoproliferativas y en aquellos con

infeccion por VIH.
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Estudios histologicos de las lesiones por VPH han demostrado
alteraciones en el grado de activacion inmunoldgica de queratinocitos y
células Killer y una disminucién del namero de células de Langerhans y
linfocitos T helper. En la mayoria de los pacientes, el infiltrado de células
T de la verruga desarrolla una respuesta proliferativa cuando es
expuesto a proteinas E7 o L1 de VPH 6. La presencia de un infiltrado
linfomonocitico en las verrugas en resolucion, indica el importante papel
de los linfocitos T en el freno a la infeccion por VPH. Estas
observaciones sugieren que el tejido linfoide de piel 0 mucosas puede ser
mas importante en la patogenia y resolucion de la infeccion por VPH que
los leucocitos mononucleares circulantes en sangre periférica.

La infeccion por VPH puede inducir una respuesta sérica. En
pacientes con verrugas cutaneas, condilomas acuminados, o0
papilomatosis recurrente respiratoria se detectan anticuerpos contra la
capside viral. Particulas virus-like basadas en las proteinas L1 6 L1y L2
ofrecen las mismas caracteristicas antigénicas que la capside viral. Estas
han sido wusadas extensamente para mostrar, mediante ensayo
inmunoenzimatico, que el 50-90% de los pacientes con infeccion VPH
desarrollan anticuerpos anticapside (Combita y cols., 2002; Karem vy
cols., 2002; Studentsov y cols., 2002). Ademas, en enfermedades

asociadas al VPH 16, incluyendo el carcinoma cervical, se desarrollan
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anticuerpos contra antigenos derivados de las regiones transcriptoras
tempranas (early ORF), sobretodo E7.

Los anticuerpos anti-VPH tienden a desaparecer con la resolucion
de la enfermedad, pero pueden persistir varios afios en pacientes
asintomaticos. El significado de la respuesta inmunolodgica sérica al VPH
no es conocida, pero se producen anticuerpos neutralizantes, que no solo
protegen contra la infeccion, sino que estan también implicados en la
resolucion de las lesiones (Bousarghin y cols., 2002; Ho y cols., 2002;

Kawana y cols., 2002; Kawana y cols., 2003; Koutsky y cols., 2002).

Epidemiologia

En Estados Unidos la infeccidn por VPH es la ETS de origen viral
mas frecuente, en constante ascension, pasando de 169.000 casos en 1969
a mas de 1.150.000 en 1984. Aproximadamente el 1% de los adultos
sexualmente activos tienen condilomas acuminados, y, al menos, el 15%
de la poblacidn, tiene infeccion subclinica, con las tasas mas altas entre
los 18 y 28 afios de edad (Koutsky, 1997).

En Espafa, algunos autores piensan que es la enfermedad mas
frecuente en este tipo de consultas, sobretodo, en su forma subclinica
(Hellin y cols., 2002).

En la mayoria de las mujeres, la infeccidn se produce antes de los

25 afos, suele durar 8-10 meses, y, en condiciones de inmunidad
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adecuada, el virus es eliminado, persistiendo un 10% de las infecciones a
los 35 afios. Estos dltimos son los casos que deben ser seguidos mas de
cerca en la consulta de ginecologia, ya que son las mujeres con mayor
riesgo de desarrollar procesos neoplasicos del area genital.

Cerca de 40 genotipos causan lesiones del aparato genital inferior.
Aunque hay 20 genotipos estrechamente asociados a cancer, los
genotipos 16 y 18 son los mas prevalentes en lesiones graves. De los
asociados a lesiones leves, los genotipos 6 y 11 son los mas frecuentes

(tabla 1).

Tabla 1: Genotipos de VPH asociados a cancer (European Consorcium of Cervical
Cancer, 2004)

Asociacién con oncogeénesis Genotipo

Bajo riesgo oncogénico 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61,70, 72 y 81

Probablemente oncogénicos 62, 71, 83, 84, 85, 89

16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58,

Alto riesgo oncogénico 59, 66, 68, 69, 73 y 82

Respecto a las vias de transmision, se ha asumido que el contacto
personal estrecho es importante en la mayoria de las verrugas cutaneas,
aunque fuertes evidencias epidemiol6gicas estan contradiciendo estas
ideas (Bonnez, 2002). La evidencia de que las verrugas anogenitales son
transmitidas sexualmente, deriva de que la edad de aparicion de esas

lesiones es similar a la de aparicién de otras ETS, y que la enfermedad
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aparece en los dos tercios de los contactos sexuales de pacientes con
verrugas anogenitales.

La existencia de un gran numero de contactos sexuales se asocia
con un gran riesgo de condilomas acuminados o infeccion de cérvix
uterino (Habel y cols., 1998; Van den Eeden y cols., 1998). A pesar de
esas observaciones, también se pueden adquirir verrugas genitales a
partir del contacto manual con verrugas no genitales (Fairley y cols.,
1995).

El papel de los fomites en la transmision del VPH es incierto. De
todas formas, la transmision nosocomial parece posible porque se han
descubierto infecciones virales que pueden estar relacionadas con el
humo desprendido durante los tratamientos con laser, didxido de carbono
0 electrocoagulacion. También se ha descrito la existencia de VPH en
espéculos vaginales, en pinzas y en guantes, deduciendo la posibilidad de
contagio por via extrasexual en determinadas ocasiones, aunque la falta
de contacto mucosa-mucosa, la escasa cantidad de particulas, o la
exposicion del virus al medio ambiente hacen dificiles estas modalidades
de contagio, que solamente podrian explicar una pequefia cantidad de
casos, pero no la mayoria, que se producen por via sexual. EI VPH es
resistente a la temperatura, por lo que, el uso del autoclave es necesario
para la esterilizacion de instrumentos contaminados (Roden y cols.,

1997).

11
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Clinica

La infeccion por VPH puede expresarse en forma de lesiones

clinicas diversas. Los tipos de VPH y la enfermedad asociada mas

frecuente aparecen en la tabla 2.

Tabla 2: Enfermedades producidas por VPH

Enfermedad asociada

Genotipo

Verruga comdn

2y4
Otros: 26, 27, 29, 49, 57 y 60

Verruga plantar

1,2y4

Verruga plana y verrugas intermedias

3,10,28y 29
Otros: 7y 41

Verruga comun oral

2,4y57

Xantoma verruciforme

Probable asociacion con el VPH

Papilomas orales en nifios

6y1l

Papilomas conjuntivales

6y1l

Enfermedad de Bowen

16

Epidermodisplasia verruciforme

9,12, 15,19, 21 a 25, 36, 46, 47

Verrugas genitales y anales

6y1l
Otros: 16, 18,1, 2, 3,4

La infeccion por VPH puede ser clasificada segun su localizacion
anatémica. Asi, se distinguen dos grandes grupos: la infeccién no genital,
que incluye la infeccion cuténea, y la infeccion mucosa y genital.

La lesion més comun es la produccion de verrugas o papilomas,

hiperplasias localizadas del epitelio, con limite definido y una membrana

12
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basal intacta. Las verrugas cutaneas suelen ser asintomaticas, aungue, a

veces, pueden doler cuando se situan en superficies 0 puntos de roce. La

mayor incidencia de verrugas cutaneas se observa entre los 10 y los 14

afos, a partir de esta edad disminuye rapidamente su frecuencia hasta los

20 anos. Las verrugas cutaneas pueden ser de tres tipos:

e Verrugas comunes, que representan el 71% de todas las verrugas
cutdneas y que aparecen preferentemente en nifios en edad escolar,
con una prevalencia entre el 4-20%. Tienen forma de cupula, con
multiples proyecciones cénicas (papilomatosis) que le dan un aspecto
aterciopelado. Son multiples y suelen localizarse en el dorso de las
manos, entre los dedos o alrededor de las ufias.

¢ Verrugas plantares, que predominan en adolescentes y adultos jovenes
(24% de las cutaneas). Suelen hallarse en las plantas de los pies o la
palma de la mano y acostumbran a presentar una capa cornea muy
engrosada.

e Verrugas planas, que aparecen en nifios (las menos frecuentes, 4%).
Las verrugas planas muestran papilomatosis minima o inexistente, son
multiples y se localizan en los brazos, el rostro, el cuello y las rodillas,
y casi nunca evolucionan hacia la malignidad.

Raramente, las verrugas cutaneas degeneran a carcinoma
verrucoso (Schwartz, 1995). La resolucién espontanea ocurre del 50 al

90% de los nifios entre el primer a quinto afio, respectivamente. En un

13
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paciente dado, dos tercios de las verrugas desapareceran dentro de los
dos primeros meses.

La epidermodisplasia verruciforme es una genodermatosis
autosomica recesiva asociada a un gen localizado en el cromosoma 17
(Ramoz y cols., 2002). Las lesiones estan asociadas a un gran numero de
tipos de VPH, la mayoria de los cuales son especificos para este proceso
(Orth y cols., 2001). Suele iniciarse en la infancia y durar toda la vida.
Consiste en la aparicion de lesiones mdltiples, en forma de verrugas
planas o de placas maculares rojas o pardo-rojizas, parecidas a una
pitiriasis, en la cara, tronco y extremidades superiores, que no remiten.
En un tercio de los pacientes progresa a cancer, en areas del cuerpo
expuestas al sol. Estos pacientes suelen tener una inmunidad celular
deprimida, pero tienen una resistencia normal a otros patdgenos. La
epidermodisplasia verruciforme no parece ser contagiosa.

Respecto a la infeccion mucosa, se ha constatado la presencia de
genoma virico en la mucosa oral de nifios de 4 meses a 12 afios. Las
verrugas orales son clinicamente indistinguibles de los papilomas de
células escamosas y los condilomas orales. La papilomatosis recurrente
respiratoria es poco habitual, con tasas de incidencia de 0,45y 0,6 %,
para la forma juvenil y adulta, respectivamente (Derkay, 2001). La
localizacion mas comun es la laringea, en las cuerdas vocales. Los

pacientes presentan ronquera o, en nifios, alteracion del llanto. A veces se

14




Introduccion

acompafian de distrés respiratorio o estridor. Estos papilomas pueden
extenderse a traquea y pulmones, llegando a obstruccion, infeccion y
fallo pulmonar. En jovenes, el rapido crecimiento de las lesiones puede
obstruir el tracto respiratorio y pueden necesitar intervencion quirdrgica
para evitar la asfixia. En adultos, el curso de la enfermedad no suele ser
tan agresivo. Las lesiones pueden sufrir transformacion maligna,
particularmente en pacientes que han recibido radioterapia (Lindeberg y
Elbrond, 1991).

Los papilomas nasales son tumores infrecuentes que se presentan
a cualquier edad, aislados o junto a papilomas de otra localizacion en las
vias respiratorias. Pueden parecerse a los laringeos, denominandose
papilomas escamosos. Los papilomas invertidos son tumores de la
cavidad nasal y de los senos paranasales. Se han asociado a los genotipos
que causan los escamosos y también al VPH 18.

Las infecciones por VPH de la cavidad oral mas comunes son los
papilomas escamosos y el condiloma acuminado oral. Ambas lesiones
estan producidas por VPH de afectaciobn mucosa, sobretodo por los
genotipos 6, 11 y 16. La verruga vulgar oral es rara, sélo puede
diferenciarse por la histologia, y es causada por VPH de afectacion
cutanea, como los genotipos 2, 4 y 57. La hiperplasia focal o enfermedad
de Heck es una lesion benigna, que desaparece espontaneamente, y esta

relacionada con VPH 3y 13 (Syrjanen, 2003).
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Los pacientes con infeccion VIH pueden presentar, en la cavidad
oral, leucoplasia vellosa. Se trata de manchas blanquecinas, planas,
ligeramente elevadas y de tacto algo aspero. Estan causadas por
coinfeccion del VPH con el virus de Epstein-Barr.

La afectacion del area perianal varia segun las practicas sexuales,
desde muy frecuente entre hombres homosexuales, a muy raras en
varones heterosexuales. Solo ocasionalmente se aprecian lesiones en
escroto, periné o area pubica.

Las verrugas genitales y, en especial, los condilomas acuminados,
son mas frecuentes que las verrugas cutaneas. El condiloma acuminado
es la enfermedad de transmision sexual mas prevalente en Estados
Unidos, llegando al 1% en la poblacion general (Koutsky, 1997). Las
verrugas genitales son papulas exofiticas, hiperqueratésicas, de color
grisaceo, sesiles 0 mas frecuentemente pediculadas (figura 2). Pueden ser
de diferente tamafio, desde menos de un milimetro, hasta varios
centimetros. En hombres no circuncidados la cavidad prepucial esta
afectada en un 85-90% de los pacientes, siendo, la zona del frenillo, la
mas afectada, mientras que el meato uretral se encuentra afectado en el 1-
25% de los pacientes (Kaplinsky y cols., 1995). Las verrugas suelen estar
confinadas a la fosa navicular o, con menor frecuencia, extenderse hasta
los 3 centimetros distales de la uretra. La afectacion vesical o de uretra

proximal ha sido considerada excepcional.
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Figura 2: Condilomas acuminados en glande y frenillo (tomado de Peyri y cols., 1999)

En mujeres, la mayoria de las lesiones se localizan en el introito
posterior y, en menor grado, en labios mayores, menores y clitoris. Mas
rara es la afectacion de periné, vagina, ano, cérvix y uretra.

Alrededor de las tres cuartas partes de los pacientes con verrugas
genitales son asintomaticos, pero el resto puede presentar prurito,
quemazon, e, incluso, aumento de sensibilidad en la zona, llegando a
provocar afectacion psicoldgica.

La historia natural no es conocida, pero se presenta una remision
espontanea en el 10-20% de los casos en 3-4 meses (Beutner y cols.,
1999). Sin embargo, las verrugas exofiticas pueden transformarse en
carcinoma de células escamosas (Bonnez y cols., 1993). Pueden alcanzar
grandes tamarios, particularmente durante el embarazo y en episodios de

inmunosupresion. Cuando grandes condilomas revelan histoldgicamente
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invasion local destructiva sin metastasis, estos se denominan tumores de
Buschke-Lowestein, un término que agrupa a carcinomas Verrucosos y a
condilomas gigantes (Cubilla y cols., 2000).

Papulas pigmentadas de los genitales externos, histolégicamente
pueden presentar una citoarquitectura condilomatosa, con evidencia de
neoplasia intraepitelial. Esta entidad clinico-patoldgica es conocida como
papulosis bowenoide (Wade y cols., 1978) (figura 3), y puede desarrollar
una enfermedad de Bowen, que se manifiesta como una placa plana,
rojiza, con los bordes bien definidos y una superficie rugosa e irregular.
En el glande, esta lesion es conocida como eritroplasia de Queyrat (figura
4). Histol6gicamente es un carcinoma in situ. La presencia de VPH 16 y
18 ha sido demostrada en la papulosis bowenoide y en la enfermedad de

Bowen (Ikenberg y cols., 1983).

Figura 3: Papulosis bowenoide (tomado de Peyriy cols., 1999)
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Figura 4: Eritroplasia de Queyrat (tomado de Peyri y cols., 1999)

El potencial oncogenico del VPH fue demostrado hace varios
afios (Campo, 2002). La observacion de pacientes con epidermodisplasia
verruciforme aporté la evidencia inicial de que los VPH podrian ser
carcinogenéticos. En esos pacientes, las lesiones dermatolégicas
inducidas por VPH tipo especificos, frecuentemente sufren
transformacion maligna, particularmente cuando estas lesiones ocurren
en areas expuestas al sol (Pfister, 2003). Aunque la mayoria de las
investigaciones sobre el potencial oncogénico de los VPH estan
focalizadas sobre los tumores del tracto genital femenino, en concreto del
cérvix uterino, se ha impulsado el estudio de su participacion en otros

tumores urogenitales.
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En el cancer de pene, los datos existentes apoyan el papel
etiologico de la infeccion por VPH (Griffiths y Mellon, 1999), y al igual
que ocurre en el cancer genital femenino, los genotipos méas asociados
sonel 16 y el 18 (Cupp y cols., 1995). Al igual que en el cancer de cérvix
uterino, existen otra serie de factores que colaboran con el virus en la
génesis del cancer de celulas escamosas de pene, como el tabaco, la
inmunosupresion o la deficiente higiene genital.

El papel de la fimosis puede ser relevante si nos atenemos a los
datos presentados por algunos autores (Castellsague y cols., 2002), con
una diferencia significativa a favor de la infeccién por VPH en los
varones con fimosis, respecto a los circuncisos. Aunque estas
conclusiones no son universalmente avaladas, si que hay un mayor
numero de ETS en varones con fimosis, lo que, por otro lado, podria
indicar que las lesiones residuales que dejan éstas, pudieran favorecer el
anidamiento del VPH.

En relacion al cancer anal, parece existir una clara relacion entre
éste y los VPH 16 y 18, sobretodo en enfermos homosexuales y con
infeccion VIH. En este grupo de enfermos, la infeccion por VPH es méas
frecuente que en los no infectados por VIH, y, ademas, desarrollan
lesiones preneopléasicas del canal anal con més frecuencia que los no
infectados por el VIH. Los bajos recuentos de CD4, la inmunodepresion

y la coinfeccion por maltiples genotipos, explican la mayor incidencia de
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cancer en estos enfermos. Paraddjicamente, los tratamientos de alta
eficacia frente al VIH aumentan la supervivencia del enfermo y pueden
favorecer, de forma indirecta, la aparicion mas tardia del cancer anal (De
Sanjose y Palefsky, 2002).

Numerosos autores han tratado de establecer la relacion de la
infeccion por VPH con el cancer de vejiga, fundamentalmente, con los
tumores de células transicionales, siendo contradictorios los resultados
obtenidos, como demuestra un meta-analisis reciente realizado por
nuestro grupo de trabajo (Gutiérrez y cols., 2006). En algunos trabajos se
detecta ADN de VPH en mas del 40% de los casos, mientras que, en
otros, los resultados son absolutamente negativos. Probablemente,
excesos diagndsticos provocados por una contaminacion de las muestras
desde la uretra 0 una contaminacion por ADN presente en el laboratorio,
sobretodo cuando la prueba utilizada es la PCR, puedan explicar los
falsos positivos. También pueden producirse falsos negativos, ya sea por
escasa cantidad de ADN viral presente en la muestra o bien por defecto
de la técnica, aunque los procedimientos de PCR llevan controles
internos que deberian excluir esta posibilidad.

La infeccion por el VIH también ha demostrado su influencia en
la asociacion de la infeccion por VPH y tumores como el vesical, de
forma que existen trabajos donde sdlo se detecta VPH en tumores

vesicales en pacientes con SIDA (Noel y cols., 1994b).
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Al igual que sucede en el cancer de vejiga, los datos existentes
sobre el papel del VPH en el cancer de prostata son controvertidos, con
cifras que oscilan del 0 al 100% de participacion en esta patologia
(Gherdovich y cols., 1997; Strickler y cols., 1998). Ademas, también se
ha detectado ADN viral en la hipertrofia benigna de prostata (Al-Ahdal y
cols., 1996), lo cual hace pensar en contaminaciones procedentes de la
uretra, sobretodo cuando el tejido prostatico se ha obtenido por via
uretral.

En el cancer de células escamosas de uretra los datos son escasos,
aunque apuntan a una participacion de los genotipos mas oncogenicos,
concretamente el 16 (Wiener y cols., 1992).

Pocos, y de muy dudoso significado, son los datos existentes
acerca del papel de VPH en el cancer de rifion y testiculo (Griffiths y
Mellon, 2000).

También se ha implicado el VPH como factor de alto riesgo de
desarrollo de carcinoma escamoso en vulva y vagina.

Sin embargo, en el cancer de cuello uterino es donde el papel de
los VPH esta menos cuestionado. Una serie de observaciones clinicas y
epidemioldgicas sugieren que un agente transmisible sexualmente es
importante en la patogénesis del cancer de cuello uterino. Estas
observaciones incluyen el bajo grado de prevalencia del cancer de cérvix

uterino entre las monjas catolicas, la relacion directa entre el riesgo de
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cancer uterino y el nimero de parejas sexuales, y el riesgo elevado de

cancer de cérvix entre parejas de varones cuyas anteriores parejas habian

desarrollado cancer de cervix.

El papel del VPH en el cancer cervical esta sustentado en varios
argumentos (Bosch y De Sanjose, 2003):

e Practicamente todos los tumores de cérvix contienen ADN de VPH,
usualmente de los genotipos 16, 18, 31 6 45 (Mufioz y cols., 2003; Xi
y cols., 2003).

e Los mismos tipos de VPH se encuentran en las lesiones precursoras o
neoplasias intraepiteliales cervicales.

e Se ha detectado ARN mensajero de VPH en el tejido tumoral cervical,
indicando que el genoma del VPH se expresa en esas lesiones
(Lamarcq y cols., 2002).

La infeccion con un VPH de alto riesgo parece ser necesaria para
el desarrollo del cancer cervical, pero no es suficiente. Varios cofactores
juegan un papel importante en el desarrollo de cancer cervical, como la
multiparidad, el tabaco, el uso de anticonceptivos orales durante largo
tiempo, la inflamacién cervical (sobretodo la asociada a infeccion con
Chlamydia trachomatis) o la infeccion por el virus de Ila
inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) (Castellsague y Mufioz, 2003;
Castle y Giuliano, 2003; De Sanjose y Palefsky, 2002; Palefsky y Holly,

2003).
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Existe otra faceta de la participacion del VPH en la patologia
humana, y hace referencia a su presencia en el semen. La existencia de
genotipos de bajo y alto riesgo de VPH en el semen ha sido demostrada
(Kyo y cols., 1994). Es probable que el semen se pueda contaminar por
VPH de localizaciéon uretral en el momento de la eyaculacion, pero
también se ha detectado en el 18,5% de las muestras obtenidas
quirdrgicamente durante vasectomias (Rintala y cols., 2002). La
consecuencia de estos hallazgos es multiple, ya que, ademas de poder
estar implicado en la uretro-prostatitis inespecifica, las muestras de
semen obtenidas de varones sin aparente VPH pueden ser utilizadas para
fertilizaciones in vitro y producir, de forma yatrégena, una ETS en la
mujer receptora. Por otro lado, el lavado del semen no asegura la
eliminacion de las particulas virales vehiculadas por los espermios
(Olatunbosun y cols., 2001), y éstos pueden transportar ADN viral dentro
de los 6vulos a fertilizar, no pudiendo descartar que pudiera afectar a su

implantacidn en el Gtero, asi como al desarrollo posterior del embrion.

Genética tumoral del VPH

La interaccién entre un virus y las células humanas se incluye en
alguno de los tres tipos siguientes:
e La infeccién permisiva tiene como resultado la sintesis de ADN viral

episomal, del ARN y de las proteinas viricas, con liberacion de
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particulas virales maduras. Es de gran interés sefialar que las
funciones replicativas virales estdn muy relacionadas con el proceso
de diferenciacion de las células escamosas y asi, las Unicas que
permiten la replicacion viral son los queratinocitos maduros del
estrato espinoso.

La infeccién no permisiva sin transformacion celular posiblemente
constituye el tipo de interacciébn mas frecuente en el organismo,
puesto que un virus determinado no puede infectar la mayoria de las
células.

La infeccion no permisiva con transformacion celular es un fenémeno
poco frecuente, que ocurre como resultado de la integracion del ADN
en el genoma de la célula hospedadora. La integracion puede inducir
la pérdida de las funciones virales y celulares, alterando el fenotipo
celular.

El lugar de integracion en el genoma celular parece realizarse al

azar, puesto que el genoma viral puede encontrarse en localizaciones

diferentes en distintos canceres y lineas celulares. No obstante, con

frecuencia, la integracion ocurre en la vecindad de conocidos

protooncogenes de la célula epitelial humana. Por ejemplo, el ADN de

los genotipos de alto riesgo 16 y 18 de VPH se ha encontrado

frecuentemente en la proximidad de los protooncogenes c-src, c-raf-I, Ki-

Ras-2, Ha-Ras y c-myc, aunque se desconoce si este fenomeno favorece
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la progresion de una lesion precancerosa hacia un cancer.

Las proteinas especificas estan codificadas en las regiones
transcriptoras tempranas E1 a E8, y tardias, L1 y L2. Las proteinas
codificadas por las secuencias E1 a E8 son polipéptidos no estructurales,
mientras que las codificadas por L1 y L2 son las proteinas estructurales
de la capside.

La proteina E1 esta relacionada con la replicacion plasmidica. El
polipéptido E2 es un importante modulador de la transcripcion viral y
juega un papel importante en la replicacion viral. Se desconoce la
funcién de la proteina E3. La proteina E4 forma filamentos
citoplasmaticos que ayudan a mantener la arquitectura viral, esta
implicada en la replicacion viral y en la liberacion del virus. La proteina
E5 se expresa en la membrana celular, estimula la actividad del receptor
de crecimiento epidérmico y contribuye a la transformacion neoplasica
de la célula. Las proteinas E6 y E7 tienen capacidad de transformacion
neoplasica a través de la unién a varios factores celulares y receptores de
proteinas supresoras tumorales. La proteina E6 se une a la proteina
tumoral p53 e inhibe su actividad provocando su degradacion. La
proteina E7 también se une a un producto del gen supresor tumoral, la
proteina del retinoblastoma (pRb), y a proteinas relacionadas, de este
modo inhibe sus funciones. Se desconoce la funcién de la proteina E8

(Fehrmann y Laimins, 2003; Munger y Howley, 2002).
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Para que se produzca el importante fendmeno oncogénico de la
integracion, es imprescindible que se rompa la doble cadena circular de
ADN viral. Se ha comprobado que esta ruptura se produce
especificamente en la region del genoma viral ocupada por el gen E2, que
pierde asi su capacidad funcional. En los tipos virales mas oncogénicos
(16 y 18), el gen E2 parece actuar principalmente como represor de la
transcripcion de los genes E6 y E7. Por tanto, la consecuencia de la
ruptura de la doble cadena de ADN viral en el proceso de integracion es
la pérdida de la funcidén represora que ejerce E2 sobre los genes
transformantes E6 y E7.

Las oncoproteinas E6 y E7 son sintetizadas en el citoplasma
celular obedeciendo las 6rdenes de los genes virales E6 y E7 de los VPH.
Las oncoproteinas E6 y E7 interaccionan especificamente con proteinas
celulares reguladoras de la proliferacion. Se ha demostrado que la
oncoproteina E7 interacciona con la proteina celular p105Rb, codificada
por el gen del retinoblastoma. Este gen, a través de la proteina que
codifica, ejerce un efecto regulador sobre la proliferacion celular,
habiéndose comprobado alteraciones del gen, y por tanto, de la proteina,
en muchos tumores humanos como retinoblastomas, osteosarcomas,
canceres de mama, de pulmon, etc. La unién de la oncoproteina E7 de los
VVPH con la proteina reguladora pl05Rb, presumiblemente inactiva a

ésta, con consecuencias similares a las que acontecen en los tumores con

27




VPH y cancer vesical

alteraciones en el gen del retinoblastoma.

Al igual que ocurre con E7, la oncoproteina E6 basa sus
propiedades transformantes en su capacidad de formar complejos y
alterar la actividad de proteinas celulares reguladoras del crecimiento y la
diferenciacion. En concreto, se ha demostrado una asociacion de la
proteina E6 con p53. La proteina p53 es una proteina reguladora del
ciclo, que detiene la proliferacion celular para la reparacion de los dafios
del ADN, y en caso de dafio irreparable induce la muerte celular
programada (apoptosis). Por esta via impide la perpetuacion de clones
celulares con ADN lesionado en los que nuevas alteraciones podrian
concluir en la malignidad. En numerosos tumores humanos se detectan
alteraciones del gen p53 que dan lugar a proteinas p53 mutadas, no
funcionantes. La asociacion de E6 con p53 puede dar lugar a un efecto
similar al que acontece tras la mutacién del gen p53, y se piensa, por lo
tanto, que ésta es una de las vias oncogénicas de los VPH. Los tipos de
alto riesgo (VPH 16 y 18) parecen codificar oncoproteinas con mayor
afinidad por las proteinas reguladoras pl05Rb y p53. Esta afinidad es
menor en los tipos de bajo riesgo (6 y 11) y este hecho parece marcar una

clara diferencia en cuanto a su potencial oncogeénico.
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Diagndstico microbioldgico

La histologia de las lesiones en la infecciobn por VPH es
caracteristica, por lo que la biopsia suele usarse para confirmar el
diagnostico. ElI examen histologico puede identificar la presencia de
neoplasia intraepitelial o cancer invasivo. Sin embargo, aunque la biopsia
es la prueba de referencia para el diagnostico, sufre, como la citologia, de
falta de precision y confianza en cuanto al grado de enfermedad
(Sherman, 2003; Stoler y Schiffman, 2001).

Para mejorar la sensibilidad y la especificidad de la cito-
histologia, se dispone de varias pruebas basadas en la demostracion de
los antigenos del VPH, o sus &cidos nucleicos, en las muestras de biopsia
(Burd, 2003; Iftner y Villa, 2003). Los antigenos comunes de los VPH se
detectan, generalmente, por inmunohistoquimica, con la prueba de la
peroxidasa. Estos antigenos se presentan en la mitad de las lesiones por
VPH.

La deteccion del ADN del VPH ha llegado a ser accesible a la
clinica con la técnica de Captura de Hibridos Il (Digene Corp, EEUU),
que fue aprobada por la FDA en el afio 2000. Este ensayo esta basado en
una reaccion de hibridacion con sonda de ARN especificas. La muestra
de ADN se hibrida con sondas especificas de ARN en dos variedades: el
tipo A esta dirigido al ADN de genotipos de bajo riesgo (tipos 6, 11, 42,

43y 44) y el tipo B contra VPH de alto riesgo (tipos 16, 18, 31, 33, 35,
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39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68). Este ensayo es rapido y, al contrario que
los basados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), no es
susceptible de contaminacion cruzada.

La PCR tiene la ventaja de ser mas sensible que el procedimiento
anterior y poder detectar cada tipo especifico de VPH. La identificacion
de los genotipos se efectia empleando cebadores del gen L1 0 mezclas de
cebadores de L1 y E7. La cuantificacion podria distinguir infecciones
clinicamente relevantes, estableciéndose un umbral significativo.

Uno de los inconvenientes de la PCR es que detecta ADN de
VPH de alto riesgo en la infeccion silente (5-25% de la poblacion
femenina con citologia y seguimiento negativo). Ello hace que el valor
predictivo positivo de la técnica sea bajo. Algunos autores sugieren
analizar la integracion del ADN en el genoma, con el objeto de establecer
el significado clinico de un resultado positivo. En el futuro, quizas se
disponga de marcadores bioldgicos que permitan identificar, qué lesiones
CIN grado | remitiran y cuéles progresaran.

Los cultivos celulares y las técnicas seroldgicas no estan

disponibles para el diagnéstico clinico de infecciones por VPH.
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CANCER DE VEJIGA
Incidencia y epidemiologia

El cancer de vejiga es una patologia relativamente frecuente en el
varon en muchas areas del mundo, y ocupa, globalmente, el séptimo
lugar entre las enfermedades neoplasicas, con una estimacién de 202.000
nuevos casos en 1995. En la mujer, por su parte, representa el
decimoquinto tumor en orden de frecuencia, con una estimacion de
58.000 nuevos casos en ese mismo afio (Parkin y cols., 1999). Sin
embargo, las tasas de incidencia del cancer vesical muestran una
variacion importante entre diferentes areas. Esta incidencia es,
aproximadamente, tres veces mas elevada en los paises méas desarrollados
que en los paises en vias de desarrollo.

En la mayoria de las poblaciones el cancer vesical es, en general,
de tres a cuatro veces méas frecuente en el vardn que en la mujer. Este
hecho refleja la exposicion mas frecuente del vardn al tabaquismo y a
ocupaciones que involucran contacto con determinados productos
quimicos, tales como las aminas aromaticas, que son los principales
factores de riesgo reconocidos para el cancer vesical (La Vecchia y
Airoldi, 1999).

La interpretacion de las tasas de prevalencia del cancer vesical es
dificil, dado que no es facil diferenciar entre tumores papilares y

malignos; por lo tanto, las tasas de prevalencia recogidas en diferentes
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registros podrian reflejar, en parte, criterios diagnosticos distintos. Con
todo, la prevalencia mas alta (normalizada, a la poblacion standard
mundial) se recoge en Europa (con cifras entre 22,0/100.000 en la Europa
meridional y 12,6/100.000 en la Europa oriental) y en Norteamérica
(23,8/100.000), si bien el norte de Africa (23,3/100.000) y Asia
Occidental (10,9/100.000) parecen constituir areas de alto riesgo (Parkin
y cols., 1999).

En Europa, las tasas de incidencia mas elevadas, en varones, se
han recogido en las areas de registro del norte de Italia, Espafia y Ginebra
(Suiza), con tasas de incidencia superiores a 30/100.000 varones,
mientras que las tasas han sido de nivel intermedio en los registros
oncologicos del Reino Unido, Alemania y Francia, y bajas en varios
paises del este de Europa y en otras areas de registro en Suiza (Levi,
1999).

En Espafia, el carcinoma de células transicionales de la vejiga es
la neoplasia m&s comun del tracto genitourinario en ambos sexos, y el
segundo tumor maés frecuente de todos los tumores genitourinarios en
varones, después del cancer de préstata.

En el periodo 1997-2000 se diagnosticaron en Esparia alrededor
de 162.000 casos de cancer cada afio (sin considerar el cancer de piel no
melanoma), de los que 25.000 -correspondieron a carcinomas

colorrectales, que es el tumor mas frecuente en términos absolutos. El
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siguiente tumor en frecuencia fue el cancer de pulmén, con 19.000 casos
nuevos, seguido del cancer de mama en mujeres, con 16.000 casos, y en
cuarto lugar el tumor vesical, con 15.000 casos, aungue, en varones, el
cancer de proéstata, con 13.000 casos, supera al de vejiga con 12.000
NUEeVOSs casos en varones.

Respecto a la incidencia de cancer en hombres, Espafia presenta
unas tasas ajustadas superiores al promedio de la Union Europea,
ocupando el quinto lugar. Sin embargo, en mujeres, junto con Grecia,
Espafia muestra las tasas de incidencia mas bajas. Por otra parte, Espafa
ocupa el primer lugar en frecuencia del cancer de vejiga en hombres, con
tasas bastante superiores a las del resto de paises. Esta alta incidencia,
que podria ser cuestionada por los criterios diagnosticos para algunos
tipos histoldgicos del cancer de vejiga, es confirmada por las altas tasas
de mortalidad presentes en Espafia. Asi, la mortalidad por céncer de
vejiga en Espafia durante el periodo 1978-1992 fue de un total de 31.912
hombres y 7.205 mujeres con una edad promedio de 71 y 73 afios
respectivamente (Lopez-Abente y cols., 2004).

En lo referente a tendencias temporales, las tasas de incidencia
aumentaron en ambos sexos en los EEUU en el periodo comprendido
entre 1969 y 1990, mientras que la mortalidad tendi6é a declinar,
especialmente en varones (Silverman y cols., 1996).

Es mas frecuente en la raza blanca. Sin embargo, la diferencia de
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incidencia entre blancos y negros se limita a la enfermedad localizada,
presentando el mismo riesgo para los tumores agresivos y siendo
similares en ambos la tasa de mortalidad (Schairer y cols., 1988). No se
han encontrado diferencias en cuanto al estatus social. Las diferencias
objetivadas, tanto en la raza, como en el sexo, sugieren la posibilidad de
una posible susceptibilidad genética. De hecho, las alteraciones en el
cromosoma 9 se asocian con el inicio de los tumores papilares, y este tipo
presenta una incidencia mas elevada en la raza blanca. Por otra parte, el
cancer de células transicionales puede acumularse en ciertos sindromes
neoplasicos familiares.

La incidencia del cancer de vejiga se incrementa con la edad, ya
que son practicamente inexistentes en la primera década, objetivandose
ocasionalmente antes de los 40 afios, siendo en estos casos de bajo grado
y con escaso riesgo de recurrencia. Por encima de los 50 afios,
preferentemente entre los 60 y 70 afios, se presentan mas del 80%. Esto
es debido al largo periodo de latencia que precisan los factores
ambientales para inducir la carcinogénesis.

En cuanto a la topografia, hay que sefialar que las localizaciones
mas frecuentes son las paredes posterior y laterales, seguidas de los
orificios ureterales, trigono, cuello y clpula; en estos ultimos empeora el
prondstico, aunque los resultados son dificiles de interpretar (Witjes y

cols., 1992).
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La mayoria son procesos primarios vesicales y de estos mas del
90% se originan en el epitelio de revestimiento o de transicion. El resto
de los tumores primitivos pueden asentar en cualquiera de los tejidos o
estructuras que conforman la vejiga. Los tumores vesicales de caracter
secundario pueden ser debidos a la invasion por neoplasias de érganos
vecinos (intestino, prostata, aparato genital femenino, etc.) o bien por
asiento de metéstasis de otros tumores, siendo éstas de caracter

excepcional.

Histologia en el cancer vesical

Una vez establecida la teoria celular en la interpretacion de las
neoplasias malignas, fue un hecho inmediato el clasificar éstas segun el
tipo celular al que se asemejaban. La utilidad médica de estas
clasificaciones vino ratificada por la comprobacion de que la agresividad
de la neoformacion variaba segun la supuesta estirpe celular. Las
observaciones de Hansemann (1890) y Broders (1925) de que la
progresiva alteracion de la forma e incremento del tamafio del nucleo se
correspondian con un peor pronostico, forjo la aparicion del concepto de
grado de indiferenciacion, ya que se interpretd como una progresiva
transformacion de las células neoplésicas, inicialmente “maduras”, en
“inmaduras” o “embrionarias”.

A pesar de que Broders (1922), en un principio, describi6 cuatro
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grados histologicos en funcion del porcentaje de células epiteliales
indiferenciadas dentro del propio tumor, posteriormente se adopto la
clasificacion en tres grados. El grado | corresponde a celulas con ligera
anaplasia, el grado Il a células con moderada anaplasia y el grado Il a
tumores con marcada anaplasia.

Todo sistema de gradacion de un tumor es subjetivo, y en el
cancer vesical el indice de reproductibilidad intrapersonal esta alrededor
del 79%, y el interpersonal en el 50% (Vasko, 1994), siendo casi del 90%
en los tumores peor diferenciados. Estas cifras son perfectamente
aceptables para el uso diario, sin embargo, en este momento, se esta
produciendo un amplio debate sobre el tema.

Después de arduas discusiones para poder distinguir los llamados
papilomas de los carcinomas bien diferenciados, y que, a su vez, se
subdividieran los carcinomas sélo en tres grados, siguiendo las
directrices de la OMS, se ha vuelto a poner en duda la naturaleza maligna
de los carcinomas transicionales grado I, con el intento de asimilarlos con
los papilomas. A su vez, la tendencia acomodaticia del patélogo en
encasillar como grado Il a muchas neoplasias, ha ido desdibujando los
grupos pronostico y, en este momento, se estdn preconizando
subdivisiones de grado I, subdivisiones de grado Il, eliminacién de los
tres grados y, utilizacién de los términos de papiloma, tumores bien

diferenciados y tumores mal diferenciados (Murphy y cols., 1994).
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Tumores vesicales uroteliales

El urotelio es un epitelio poliestratificado, con una porcién basal
generatriz, una intermedia poliestratificada, y una capa superficial,
especializada, con una membrana pentalaminar que, junto a las uniones
intercelulares, contribuye a la impermeabilidad vesical. Otra de sus
caracteristicas es la adaptabilidad a los distintos volimenes de orina,
oscilando su estratificacion de 7 capas (vejiga vacia) a 2 capas (vejiga
Ilena). Un hecho que no debemos olvidar es que el urotelio reviste a toda
la via urinaria, no solo a la vejiga, por lo que los agentes cancerigenos
probablemente actian contra €l como un todo, si bien es cierto que la
mayor incidencia de tumores acontece en la vejiga (posiblemente por un
contacto més prolongado de los cancerigenos). Una ultima consideracion,
para una mejor comprension de la expresion anatomo-patoldgica de estas
neoplasias, es la gran capacidad de cambio metaplasico que tiene el
urotelio normal y conserva el neoformado, por lo que los carcinomas
uroteliales pueden tener un fenotipo transicional (95%), escamoso (5%) o

glandular (1%), pudiendo encontrarse entremezclados todos ellos.

e Carcinoma de células transicionales
Los carcinomas de células transicionales corresponden a mas del
90% de las neoplasias vesicales. Casi el 10% de estos tumores contienen

focos de diferenciacion glandular o escamosa. La diferenciacion
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glandular suele aparecer en los grados altos y en los tumores invasivos,
pero, a veces, se observa también en los tumores bien diferenciados.
En los carcinomas transicionales suelen distinguirse dos pratrones

(Spruck y cols., 1994).

v’ Papilar

El méas frecuente, que alcanza el 75% de los tumores uroteliales,
es el patron papilar. Se define como un tumor superficial, limitado a la
mucosa de la vejiga (Ta) o a la lamina propia (T1). Los carcinomas
papilares Ta representan el 70% y los T1 el 30%. Pueden ser muy
variables tanto en su aspecto, como en su tamafio. Las papilas estan
habitualmente cubiertas por méas de siete capas de urotelio. Las células de
estas capas varian desde normales (papiloma) o casi normales, hasta las
que presentan una importante atipia (Hasui y cols., 1994). Son muy poco
invasivos, pero precisan de un seguimiento prolongado, por su tendencia
a la recidiva, con una tasa global entre el 60-90%, siendo entre un 30-
46% en los tumores papilares solitarios, y entre un 66-90% en los
tumores maltiples (Omer y cols., 2001). Las recidivas son més frecuentes
en los tumores mayores de 3-5 cm, y en los que presentan grados 11y IlI.
El urotelio carece de capilares y de linfaticos, por lo que, en general, los
Ta tienden a quedar localizados, pero ocasionalmente, pueden

evolucionar hacia un tumor invasivo. En estos tumores la progresion se
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estima entre un 10-30%, dependiendo, sobretodo, del grado tumoral.
Estos tumores superficiales, en cuanto a su evolucion, pueden ser
considerados en diferentes grupos de riesgo, clasificandolos en grupo | o
de bajo riesgo, grupo Il o de riesgo intermedio y grupo Ill, o de alto
riesgo. Hay que tener en cuenta que, en un 30% de los tumores vesicales
de alto riesgo, puede existir extension extravesical (Huguet-Pérez y cols.,
2001). La presencia de metastasis en este tipo de carcinoma es muy baja.
El diagnostico diferencial debe de plantearse con la hiperplasia urotelial

y con la cistitis papilar o polipoide.

v No papilar
» Carcinoma in situ

El segundo patron, no papilar, es mas agresivo, incluyendo desde
lesiones con pocas alteraciones citoldgicas, a células con caracteristicas
claramente malignas, que definen al carcinoma in situ (CIS). Este
constituye aproximadamente el 10% de todas las neoplasias vesicales. Es
una lesion plana, aterciopelada, confinada a la mucosa, que en ocasiones
adquiere un aspecto granular por la inflamacion y congestién del estroma
subyacente, por lo que el diagndstico endoscopico no es fiable, al
contrario que el diagndstico por citologia urinaria gracias a la importante
alteracion celular, detectando la presencia de figuras mitéticas y la

pérdida de conexién intercelular y de adherencia a la membrana basal,

39




VPH y cancer vesical

con la denudacion del urotelio resultante. EI CIS se puede encontrar de
forma difusa o como lesiones focales. Puede presentarse solo o asociado
con lesiones papilares o invasivas. ElI 10-20% de los tumores
superficiales pueden presentar un CIS asociado, siendo éstos, en su
mayoria, tumores de alto grado (Fradet, 1992) En general, el CIS
presenta progresion en alrededor de un 54% de los casos, siendo los
procesos difusos asintomaticos y los que se asocian a tumores papilares
los que presentan una mayor incidencia de progresion hacia la
enfermedad invasiva. La supervivencia, en general, a los 5 afios, es del

20 al 40%.

» Carcinoma de células transicionales invasivo

En el carcinoma de células transicionales invasivo, la morfologia
que podemos encontrar puede ser muy diversa: papilar, nodular,
polipoide, sesiles o ulcerado. Pocas veces crece con un patron difuso,
pero incluso en estos casos, 10s pequefios grupos o nidos estan presentes,
siendo excepcional que sea difuso de forma uniforme. En otras
ocasiones, se asocian con una inflamacion cronica, que puede enmascarar
el tumor subyacente.

Su caracteristica fundamental es la invasion de la capa muscular
vesical, habitualmente de forma irregular, debido a su configuracion

histologica solido-papilar. Esta invasion es un marcador importante de
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progresion (Herr, 1995). La asociacion con CIS y/o atipia urotelial,
estadio y grado elevados seran factores de riesgo para la posible invasion
muscular.

La presencia de adenopatias ocurre en un 40-50% de los tumores
musculo-invasivos, fundamentalmente a nivel pélvico. A lo largo de su
evolucion, el desarrollo de metéstasis a distancia ocurre en el 50-70% de
los casos, preferentemente a nivel de higado, pulmon, hueso y glandula
suprarrenal. En torno al 65% de los tumores con infiltracion muscular
presentan metastasis en el momento del diagndstico.

La recurrencia es importante, no sélo por sus implicaciones
prondsticas, sino también por condicionar un seguimiento mas o menos
estrecho. Las caracteristicas clinicas que predicen la recurrencia son un
grado histologico alto, la multifocalidad, invasion de la lamina propia,
presencia de CIS asociado, tamafio mayor de 3-5 cm o historia previa de
recurrencia, siendo la multifocalidad y la recurrencia precoz los factores
prondsticos mas importantes. En el 5-10% de los tumores musculo-
invasivos, aln en pacientes cistectomizados, podemos encontrar un

tumor urotelial en el tracto urinario superior.

e Carcinoma de células escamosas
Corresponde al 5% de los carcinomas de vejiga, alcanzando el

75% en las areas donde la esquistosomiasis es endémica. Esta variedad
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histologica estd presente en el 20% de los tumores que aparecen en
diverticulos, en el 50% de los que asientan en vejigas no funcionantes y
en el 15% de los que aparecen en pacientes trasplantados. El aspecto
macroscopico de este tumor varia desde sesil y ulcerado a papilar,
polipoide o nodular. Habitualmente son grandes e infiltrantes, incluso
cuando son bien diferenciados. En su mayoria, son moderados o bien
diferenciados, presentando abundante queratina. Suelen presentar, con

frecuencia, zonas de leucoplasia en la mucosa adyacente (Young, 2000).

e Adenocarcinoma

El 0,5-2% de todos los tumores de vejiga son adenocarcinomas.
La distribucion por sexos y edades de esta variedad histoldgica es similar
a la del carcinoma de células transicionales. Se pueden originar a partir
del uraco o asociarse a extrofia vesical. Su apariencia macroscépica
diferird segin su origen, bien de novo, o a partir de la patologia
subyacente comentada. Los tumores que se originan a partir del uraco se
localizan en la zona de la clpula vesical, y los que se originan de novo
pueden comprometer cualquier zona de la vejiga. Los focos de
hemorragia y necrosis son comunes. Al igual que el carcinoma de células
escamosas, se relaciona con vejigas no funcionantes en un 15%, y en el
85% se encuentran en casos de extrofia.

Tienen un mal prondstico, sobretodo, los que presentan células en
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anillo de sello y los que no proceden del uraco. Los carcinomas con
células en anillo de sello corresponden al 3-5% de los adenocarcinomas
vesicales.

El metastasico es uno de los adenocarcinomas vesicales mas
frecuentes. Los tumores primarios suelen afectar al recto, estdmago,
endometrio, mama, prostata y ovarios. Ante la presencia de un
adenocarcinoma vesical hay que realizar un estudio exhaustivo en busca

de un posible adenocarcinoma primario (Catalona, 1992).

e Carcinoma de células pequefias

Es un tumor extremadamente raro. Su caracteristica principal es
estar constituido por células con escaso citoplasma y nucleos
hipercromaticos, y con frecuentes necrosis, similares a las descritas en el
carcinoma microcitico del pulmén. Su histogénesis no es bien conocida,
habiéndose postulado que deriva de las infrecuentes células
neuroendocrinas de la vejiga o de células pluripotenciales.

A pesar del tratamiento combinado con quimioterapia, el
prondstico es infausto, con una supervivencia media de un afio. En el
momento del diagnostico, el 50% tienen metéstasis regionales, 6seas 0

hepéticas.
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Tumores vesicales no uroteliales

Solo del 0,5 al 2% de las neoplasias de la vejiga no son
epiteliales. La mayoria de ellas son malignas, y s6lo un pequefio
porcentaje son benignas, entre las que el leiomioma (46% de los tumores
benignos no epiteliales), el hemangioma (26% de estos tumores), el
neurofibroma y el paraganglioma (feocromocitoma vesical), son las mas
caracteristicas (Murphy y cols., 1994).

Entre las variedades malignas estan el leiomiosarcoma, que es un
tumor propio de los adultos, con predominio de varones, definiendo su
agresividad la presencia de 5 0 mas mitosis por diez campos de gran
aumento, una expresion de MIS-1 (Ki-67) en mas del 20% de los nucleos
y la necrosis.

El rabdomiosarcoma, caracteristico de la infancia, suele afectar a
niflos menores de 10 afios, en los que representa el tercer tumor sélido
mas comun, después de los del sistema nervioso central y el
neuroblastoma.

El linfoma, que para poder considerarse como primario, no debe
haber ninguna tumoracion perivesical, ni afectacion linfoproliferativa del
higado, bazo, ganglios, médula 6sea o sangre en el momento del
diagnostico y durante los siguientes 6 meses. De acuerdo con estas
directrices, los linfomas primarios son algo mas frecuentes en mujeres,

suelen aparecer durante la sexta década, y son de linfocitos B de bajo
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grado, considerados como del sistema MALT, lo que puede explicar las
sobrevidas de hasta un 30% a los 5 afios. Los linfomas secundarios son
mas caracteristicos del varon, con una incidencia de tipos celulares
similar a la de los linfomas ganglionares, llegdndose a encontrar
afectacion macro o microscopica de la vejiga en un 17% de los linfomas
sistémicos y la sobrevida no suele ser mayor de 6 meses (Kempton y
cols., 1997).

Y, por ultimo, el melanoma, que suele ser metastasico en la
vejiga, y del que tan s6lo se han publicado algunos casos que pueden
considerarse como primarios. Los principales criterios para el diagnostico
de melanoma primario son la ausencia de un melanoma cutaneo-mucoso
y la presencia de melanocitos atipicos en la mucosa de alrededor del

tumor (De Torres y cols., 1995).

Clasificacion TNM

El método més aceptado, internacionalmente, para la evaluacién
de la extension de los tumores, es la clasificacion TNM.

Dicha clasificacion sélo se aplica a los carcinomas, excluyéndose
el papiloma, y debe existir confirmacion histoldgica o citologica de la

enfermedad.
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e T:Tumor primario
v" Tx: No se puede evaluar el tumor primario
v T0: No existen signos de tumor primario
v Ta: Carcinoma papilar no invasivo
v Tis: Carcinoma in situ
v' T1: Tumor que invade el tejido conectivo subepitelial
v" T2: Tumor que invade el musculo
» T2a: Tumor que invade la capa muscular superficial
» T2b: Tumor que invade la capa muscular profunda
v' T3: Tumor que invade la grasa perivesical
» T3a: Invasion microscopica
» T3b. Invasion macroscopica
v' T4: Tumor que invade cualquiera de las siguientes estructuras:
préstata, Utero, vagina, pared pélvica o pared abdominal
» Tda: Tumor que invade la préstata, Utero o vagina
» Td4b: Tumor que invade las paredes pélvica o abdominal
e N: Afectacidn de ganglios linfaticos regionales
v Nx: No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales
v/ NO: No se demuestran metastasis ganglionares regionales
v" N1: Metastasis en un tnico ganglio linfatico de diametro maximo
inferiora 2 cm

v' N2: Metastasis en un tnico ganglio linfatico de diametro maximo
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superior a 2 cm, pero menor o igual a 5 cm, o afectacion de varios
ganglios linfaticos, ninguno de ellos mayor de 5 cm de diametro
maximo

v' N3: Metéstasis en un ganglio linfatico de diametro maximo
superiora5cm

e M: Metéstasis a distancia
v" Mx: No se puede evaluar la presencia de metastasis a distancia
v" MO: No hay metéastasis a distancia

v MZ1: Presencia de metéstasis a distancia

Manifestaciones clinicas del cancer de vejiga

La hematuria es el signo méas frecuente en el momento de
presentacion, objetivindose en el 70-80% de los pacientes. Puede ser
macro o microscopica. Cuando es macroscopica suele ser total (sangrado
durante toda la miccién), indolora e intermitente, con o sin codgulos. Si
el tumor se encuentra en el cuello o en el trigono, la hematuria puede ser
Unicamente terminal. Cuando hay dolor asociado hay que pensar en que
coexiste un proceso inflamatorio, bien por la presencia de una infeccién o
de célculos.

La hematuria microscopica puede ser sintomatica o asintomatica.
El 13% de la poblacion general presenta microhematuria asintomaética,

pero Unicamente un 0,4% presentan un carcinoma urotelial. EI 20%
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manifiestan sintomas irritativos como aumento de la frecuencia
miccional, urgencia y dolor con la miccion. Esta clinica es frecuente
cuando el tumor asienta en trigono y/o se asocia con un carcinoma in situ
difuso. Tanto la infeccién urinaria como la cistitis intersticial comparten
esta clinica, por lo que en muchas ocasiones el diagndéstico del carcinoma
se retrasa varios meses.

Pueden presentar dolor 6seo por metastasis y/o dolor en flanco
por metastasis retroperitoneales. Las metastasis retroperitoneales pueden
afectar los uréteres provocando la obstruccion de los mismos. Esto
también puede suceder a nivel local cuando el carcinoma invade de
forma uni o bilateral los meatos ureterales provocando uropatia
obstructiva, que se manifestara con dolor y, ocasionalmente, con
insuficiencia renal. En fases avanzadas podemos objetivar azoemia por
uropatia obstructiva (EI-Gabry y cols., 2001).

En ocasiones pueden objetivarse edemas en miembros inferiores,
adenopatias inguinales, masa palpable (aunque la mayoria no son
palpables) y, en fases avanzadas, pérdida de peso, anorexia y/o astenia. Si
la neoplasia infiltra la préstata, ocasionalmente puede detectarse
mediante el tacto rectal la induracion de la glandula. En las mujeres,
mediante la palpacion bimanual, a veces se puede detectar la afectacion
de la vaginay el recto.

Aunque se puede asociar a sindromes paraneoplésicos, su
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frecuencia es escasa si se compara con otras neoplasias del aparato
urinario (rifidn y prostata). El sindrome paraneoplasico més frecuente es
la hipercalcemia, objetivandose casi siempre en la enfermedad avanzada,
y habitualmente responde favorablemente tras la extirpacion del tumor.
Se cree que es ocasionada por la secrecion de péptidos o prostaglandinas
semejantes a las paratiroides. Son infrecuentes los sindromes
paraneoplasicos neuromusculares, hematoldgicos y la dermatomiositis.
Pueden presentar anemia debido a una pérdida cronica de sangre

0, mas infrecuente, por metastasis a nivel de la medula 6sea.
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FACTORES ETIOLOGICOS EN EL CANCER DE VEJIGA

La etiologia de los tumores del urotelio vesical, como la del
cancer, en general, es multicausal y casi siempre indefinida. No obstante,
y como ocurre con otras muchas neoplasias, existen una serie de factores
que, en la experimentacion animal, han demostrado un efecto
carcinogenético bien establecido, ya sea como agentes promotores,

desencadenantes o carcinogénicos completos (Cummings, 1986).

Factores ambientales

El cancer de vejiga fue uno de los primeros tumores malignos
relacionados con la exposicion unica a determinadas sustancias quimicas,
y asi, Rhen (1895) describio, entre los trabajadores de la industria
quimica de los colorantes, a finales del siglo XIX, el cancer de vejiga
como “epidémico” e identificd a las anilinas como las formas quimicas
responsables de la aparicion de este céncer, una auténtica enfermedad
profesional.

En carcinogénesis vesical son clésicos los experimentos de
Chapman vy cols. (1973), quienes mediante ligadura, dividieron en dos
partes las vejigas de los ratones sometidos a estudio, previa introduccion
de sendas pildoras de parafina en cada una de las bolsas vesicales. Los
animales fueron controlados durante 40 dias, observandose que la

neoplasia sélo aparecia en la parte de la vejiga que estuvo en contacto
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con la orina. Se concluyd, entonces, que deberian existir, como minimo,
dos factores para producir tumores vesicales: una sustancia no
identificada, incluida en la orina, y la presencia de un cuerpo extrafio
irritante.

Poco tiempo después aparecieron las primeras evidencias que
pusieron de manifiesto la existencia de carcindgenos en la orina. Entre
tales carcinogenos, presentes algunos de ellos en alta concentracion
ambiental en algunas industrias, y otros en baja concentracion en una
amplia gama de bienes de consumo alimentario, destacan las
nitrosaminas (Schulte y cols., 1986).

Hashimoto y Kitagawa (1974) indujeron con éxito la
transformacion neoplasica “in vitro” de células epiteliales de vejiga de
rata utilizando nitrosaminas. Asi, utilizando butil-(4-hidroxibutil)-
nitrosamina (BBN), un metabolito activo de la dibutilnitrosamina
(DBN), y butil-(3-carboxipropil)-nitrosamina (BCPN), en cultivos “in
vitro“ de células epiteliales de ratdn, se indujo un cierto grado de
mortalidad celular para determinados valores de concentracion de ambas
sustancias, pero, a concentracion subliminal, una y otra produjeron una
“transformacién” neoplasica caracteristica en dichas células. Estas
experiencias fueron confirmadas por otros autores (Bertran y Craig,
1972; Metcalf y Stanley, 1969).

Aungue adn no todos los mecanismos de la carcinogénesis estan
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claros, si que es conocido que la patogenia del cancer vesical es el
resultado de multiples procesos que parecen desencadenarse por los
factores que comentaremos a continuacion.

Aunque se han descrito algunos casos familiares, su etiologia es
multifactorial, resultado de alteraciones genéticas, moleculares y de
interacciones ambientales. El descenso relativo de la incidencia de este
tumor va a favor de la escasa importancia de la herencia en su etiologia
(Silverman y cols., 1992).

El tabaco es el factor de riesgo mas importante. El riesgo relativo
oscila entre dos y diez, en relacion a dosis-respuesta, duracion del habito
y grado de inhalacién del humo. La mitad de las neoplasias vesicales en
los hombres y la tercera parte en las mujeres, son debidas al tabaco.
Abandonar el habito permite una reduccién del riesgo del 30 al 60%
durante los primeros 2-4 afios (Hartge y cols., 1987). Los consumidores
de tabaco sin filtro incrementan el riesgo en un 50%. El tabaco negro
incrementa el riesgo de cancer vesical al doble o al triple respecto al
tabaco rubio. Sin embargo, al igual que el carcinoma broncopulmonar,
fumar puros o fumar en pipas elevan minimamente el riesgo. Masticar
tabaco no parece que se asocie con la neoplasia vesical. EI mecanismo
por el cual provoca el cancer de vejiga alin no se conoce con precision,
pero probablemente es inducido por diversos compuestos quimicos que

contiene, por ejemplo el 4-amino-bifenilo (que parece ser la sustancia
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mas carcindgena), la acroleina y radicales libres del oxigeno. La
respuesta proliferativa del epitelio vesical de los fumadores es mayor; lo
cual puede potenciar los efectos de otras sustancias cancerigenas o la
susceptibilidad genética. También se ha asociado el consumo de
cigarrillos con las mutaciones del gen p53 (EI-Gabry y cols., 2001).

La cistitis cronica provocada por la presencia de calculos,
catéteres intravesicales prolongados u otros mecanismos, también se ha
asociado con el carcinoma de células escamosas.

Hasta el 80% de los parapléjicos presentan metaplasia escamosa y
un 5% desarrollan carcinoma de células escamosas (Navon y cols.,
1997). En un estudio retrospectivo en pacientes con dafio medular y
cancer vesical, mostraron menor riesgo de cancer los que utilizaban
colectores externos o cateterismos vesicales intermitentes, comparado
con el sondaje uretral permanente o catéteres suprapubicos.

La tuberculosis genitourinaria también ha sido asociada con un
mayor riesgo de cancer vesical.

En determinadas éareas, el cancer vesical se asocia con otros
procesos, como la Nefropatia de los Balcanes o la Enfermedad del pie
negro.

Por otra parte, parece que las mujeres con cancer de cérvix
tratadas con radioterapia, presentan un riesgo de 2 a 4 veces superior de

desarrollar carcinoma de células transicionales. No esta claro que estos
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datos estén influenciados por factores de confusion como son el consumo
de tabaco y las enfermedades de transmision sexual (El-Gabry y cols.,
2001). Aungue hay estudios que indican que el riesgo es dependiente del
tiempo al que es sometido el paciente y de la dosis, (Fleshner y Fair,
1996) tras revisar la literatura, concluyen que no existen suficientes datos
que sustenten esta afirmacion, sefialando la necesidad de més estudios.

En cuanto a los farmacos citotoxicos (quimioterapia), la
ciclofosfamida ha sido vinculada con un mayor riesgo de desarrollar
cancer vesical, tanto en pacientes que fueron sometidos a este tratamiento
por una enfermedad maligna como por enfermedades no malignas
(enfermedad de Wegener; lupus eritematoso sistémico, artritis
reumatoide, etc.). El riesgo se puede incrementar hasta nueve veces, con
un periodo de latencia entre 8 y 12 afios. Se cree, aungque hay datos
contradictorios, que el desarrollo del tumor no esta relacionado con la
cistitis hemorrdgica que en ocasiones provoca este farmaco tras su
administracion de forma aguda (Schatte y cols., 2000). Parece que el
mecanismo de actuacion tanto de la ciclofosfamida como la ifosfamida
en el desarrollo del cancer vesical en humanos es a través de sus
metabolitos, las acroleinas.

Se consider6 que el consumo de café, té y alcohol estaban
asociados; pero no ha sido demostrado en todos los trabajos. En algunos

estudios mostraban una débil asociacion, pero probablemente el tabaco
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actta como factor de confusion (Silverman y cols., 1992).

Los edulcorantes artificiales, como la sacarina y los ciclamatos a
grandes dosis, se relacionaron en un principio, basandose en estudios
experimentales, pero en ningun estudio en humanos se ha demostrado tal
relacion (EI-Gabry y cols., 2001).

La ingesta elevada de colesterol, carnes grasas y los alimentos
fritos se han asociado con un aumento del riesgo de desarrollar cancer
vesical. Las aminas heterociclicas, presentes en la carne y el pescado a la
brasa, no aumentan el riesgo. Sin embargo, se cree que la ingesta elevada
de vitamina A 0 carotenos se asocia con un menor riesgo de cancer
vesical.

El consumo elevado de analgésicos que contienen fenacetina se
ha asociado con neoplasias de la pelvis renal, uréter y vejiga. El periodo
de latencia parece ser mas prolongado para el cancer de vejiga que para
las neoplasias de la pelvis renal. El riesgo relativo varia de 2 a 6,5 segun
los diferentes estudios. Parece que el riesgo se correlaciona con la dosis
consumida. Se ha prohibido su consumo en paises occidentales. No se ha
encontrado esta asociacion con otro tipo de analgésicos, como el
acetaminofeno.

La propia orina se ha relacionado con el desarrollo del c&ncer
vesical desde hace afios. Los hallazgos que apoyan esta afirmacion son el

riesgo incrementado que presentan los varones con hiperplasia prostatica
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benigna ya que las orinas presentan mayor concentracion, y la menor
incidencia de tumores en la clpula vesical, donde hay menor contacto
con la orina que en el resto de la superficie vesical (Schatte y cols.,
2000).

En cuanto a la exposicion laboral, la primera referencia etiologica
referente al carcinoma vesical en la especie humana se debe al trabajo de
Rhen (1895), en el que identificd una epidemia de cancer de vejiga entre
los trabajadores de la industria alemana de colorantes sintéticos. En afios
sucesivos, mediante estudios epidemiologicos y experimentales, se han
identificado tanto productos quimicos como actividades laborales que se
asocian al desarrollo del cancer vesical. Actualmente se considera que los
factores ocupacionales de riesgo son responsables del cancer vesical en
un 20-30% de los casos (Fleshner y Fair, 1996). Habitualmente, estos
productos muestran un periodo de latencia prolongado, aunque la
exposicion masiva, las caracteristicas individuales y la asociacion con
otros elementos cancerigenos, pueden acortar dicho periodo. La
exposicién a la anilina fue el primer cancerigeno que se establecié con
precision. Mas tarde fueron identificados, entre otros, la 2-naftilamina, 4-
aminobifenilo, 4-nitrobifenilo, bencidina o 2-amino-inaftol (Ismail y
cols., 1998).

Entre las ocupaciones laborales que se han asociado con un riesgo

incrementado para el desarrollo de una neoplasia vesical sefialamos, en
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primer lugar, los trabajadores que manejan los tintes, los trabajadores que
manipulan la piel animal (fundamentalmente el cuero), el caucho, el
aluminio, pintores, mineros, maquinistas y peluqueros (Ward y cols.,
1997). Se ha observado un riesgo elevado de cancer vesical (entre 2,2 y
12 veces mas) en conductores de autobuses y taxis, incluso en
exposiciones por cortos periodos. Probablemente el elemento
cancerigeno en estos casos sea el hidrocarbono policiclico aromatico
(Soll-Johanning y cols., 1998). También se ha relacionado con el cancer
vesical el agua corriente clorada y el percloroetileno que se emplea para
la limpieza en seco (Blair y cols., 1990).

La investigacion sobre carcindégenos quimicos ha permitido
conocer que la capacidad de acetilacion no es igual en todos los
individuos, variando en ellos la susceptibilidad a desarrollar una
neoplasia vesical. Diferentes autores sefialan el mayor riesgo de padecer
cancer vesical entre los acetiladores lentos, fundamentalmente entre los
individuos con exposicion laboral de riesgo, alcanzando hasta el 96%
entre los expuestos a aminas aromaticas (Schatte y cols., 2000).

Determinados estudios han mostrado que ciertos metabolitos
enddgenos del triptéfano son carcindgenos cuando se implantan en la
vejiga de ratones. Sin embargo, estudios epidemiol6gicos no apoyan este
dato en humanos (Swaminathan y Reznikoff, 2000).

La persistencia del uraco puede originar una displasia en la cupula

57




VPH y cancer vesical

vesical que predispone al adenocarcinoma (Kantor y cols., 1988).

Ciertas publicaciones sefialan que la infeccién cronica del tracto
urinario se asocia con el desarrollo del cancer vesical, especialmente en
mujeres. La infeccidn se asocia, con mayor frecuencia, con el carcinoma
de celulas escamosas que con el de celulas transicionales. La cistitis por
Schistosoma haemotobium se relaciona frecuentemente con el desarrollo
de carcinoma de este tipo celular. En Egipto, por ejemplo, el 60-75% de
todos los carcinomas vesicales son de celulas escamosas. Esto se observa
en casi todos los paises donde la esquistosomiasis es endémica. Este tipo
de tumor se presenta en una poblacion més joven que el cancer de células
transicionales, siendo con frecuencia bien diferenciados, con una baja
incidencia de diseminacién local y/o a distancia (EI-Gabry y cols., 2001).
Por otra parte, el gen de la proteina p16 se ha hallado alterado en el 60%
de los carcinomas de células escamosas que aparecen tras una
esquistosomiasis, comparado Gnicamente con el 18% de los objetivados
en carcinomas de células transicionales. El huevo de Schistosoma
haemotobium se deposita en la pared vesical, provocando una
inflamacién cronica, dando lugar a una metaplasia escamosa. Aunque se
sospecha que el cancer inducido por el Schistosoma haemotobium es el
resultado de errores genéticos inducidos por los procesos inflamatorios y
regenerativos, hay alguna evidencia de que las nitrosaminas generadas en

la orina pueden desempefiar un papel (EI-Merzabani y cols., 1979).
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En este apartado de la infeccion cronica debe de situarse como
factor etiologico el VPH (Walther y cols., 1986) tanto en presencia como
en ausencia de Schistosoma haemotobium. Numerosos trabajos han
tratado de estudiar el riesgo carcinogénico de virus como el VPH, con
resultados contradictorios (Spano y cols., 2005), habiéndose relacionado
éste con tumores de diferentes localizaciones.

En relacion con el cancer vesical, no han sido muchos los trabajos
recientes (Gutiérrez y cols., 2006) que han encontrado una asociacion
entre la infeccién por el VPH y el riesgo incrementado para el desarrollo
de dicha neoplasia. Esta posible relacion se basa en el tropismo epitelial
del VPH y la proximidad anatomica de la zona urogenital. Asimismo, se
ha detectado peor pronostico en los tumores vesicales en los que se
demuestra infeccidn por VPH, ya que estos tumores son de mayor grado

y estadio (Lopez-Beltran y Escudero, 1997).

Factores genéticos

El impulso investigador en el conocimiento de los principios que
gobiernan el ciclo celular y el reconocimiento de las mutaciones de genes
que se saben implicados en el ciclo celular y en las vias de apoptosis, y
que se relacionan con la tumorogénesis y progresion neoplésica, han
provocado que la mayoria de los estudios en el carcinoma vesical se

orienten hacia la deteccion de marcadores bioldgicos, con el fin de
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predecir qué tumores superficiales o carcinomas in situ se convertiran en
invasivos, y cudles desarrollaran enfermedades neoplasicas diseminadas.
El andlisis de estos marcadores biologicos y su relacion con las
caracteristicas clinicas y anatomopatologicas del tumor, deben aportar
informacidn relevante acerca del diagnostico, evolucion y tratamiento de
esta neoplasia.

La monoclonalidad de los tumores indica que la alteracion de una
primera célula desencadena un crecimiento anormal e incontrolado de
todas las células hijas, cuyo fenotipo se perpetta y acaba configurando
un tumor visible. La caracterizacion de protooncogenes, oncogenes,
genes supresores tumorales y factores de crecimiento o de necrosis
tumoral, es la principal linea de investigacion bésica actual, en la que ya
se han obtenido algunos resultados.

En el cancer urotelial estd demostrada la correlacion de anomalias
genéticas con el grado y el estadio tumoral. Las delecciones de 9q
corresponden a tumores superficiales papilares, las delecciones en 3p, 5q
y 17p a tumores T1 y las pérdidas alélicas en 11p, 6q, 13q y 18q a
estadios infiltrantes. El estudio de la proteina p53 ha puesto de manifiesto
su responsabilidad en la progresién tumoral.

En este contexto, las alteraciones moleculares del céncer vesical
descritas en la literatura son muy numerosas, por lo que nos centraremos

con mayor detalle en el estudio de las alteraciones oncogénicas.
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Los estudios de cariotipo llevados a cabo en los tumores de vejiga
revelaron varios tipos de anormalidades cromosomicas numéricas y
estructurales. Las primeras alteraciones descritas fueron la monosomia
del cromosoma 9 y las delecciones intersticiales del cromosoma 13
(Gibas y cols., 1984). Posteriormente, en una revision bibliografica
(Leonard y cols., 2002), se establecio que los cambios citogenéticos, en
orden de frecuencia, eran: 9g9-, 1p-, 1g- 5¢-, i5p, 11p-, 6p-, 60-, entre

otros.

Oncogenes

Los protooncogenes son genes con un papel fundamental en la
division y proliferacion celular, que, si se alteran, pueden convertirse en
oncogenes y provocar que la célula se transforme en una célula
cancerosa. Estos protooncogenes codifican proteinas que participan de
modo directo en el crecimiento y diferenciacion celular.

Cuando un protooncogén se altera puede dar lugar a un oncogeén,
que actle de forma dominante, es decir, que con la sola alteracion de uno
de los dos alelos, dé lugar al desarrollo tumoral. En el cancer de vejiga se
han estudiado varios oncogenes relacionados con factores de crecimiento
(oncogenes c-erbB-2/HER/neu y c-erbB-1), con proteinas transductoras
de sefiales (oncogén Ras) y con proteinas reguladoras nucleares

(oncogenes c-myc y mdm2).
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e Oncogén c-erbB-2/HER/neu

Su protooncogén se localiza en el brazo corto del cromosoma 17
y codifica una proteina transmembrana que presenta estructura clasica de
factor de crecimiento. Esta proteina posee un dominio interior con
actividad tirosina-quinasa (HER-2/neu) y un dominio exterior (HER-1)
qgue actia como receptor de superficie celular para un factor de
crecimiento (Hudson y Herr, 1995).

Fue el grupo de Zhau el primero en demostrar, mediante diversas
técnicas, la sobreexpresion de c-erbB-2 en el cancer vesical (Zhau y
cols., 1990). A partir de ahi, diversos grupos han informado acerca de la
importancia prondstica adversa de este gen en el carcinoma de células
transicionales vesical (CCT), asi como en otros tumores (mama,
estdmago, ovario, vejiga, etc.).

Mediante técnicas de inmunohistoquimica, Wright y cols. (1991)
realizaron un estudio acerca de la expresion de c-erbB-2 en 81 pacientes
con CCT. Encontraron que el 15% de los tumores presentaron una
tincion muy positiva, y el 23% se tifieron de una manera méas débil. Sin
embargo, aparecid una escasa asociacion entre la positividad para c-
erbB-2 y estadio tumoral, y una asociacion nula entre positividad para c-
erbB-2 y grado histoldgico.

Acerca de la recidiva tumoral, Tetu y cols. (1996) realizaron un

estudio en 256 pacientes con tumores superficiales Ta y T1, Solo
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encontraron positividad para el dominio HER-2/neu en el 8,2% de los
casos, encontrando relacion con el estadio T1, la multifocalidad, el alto
grado tumoral, la expresion de p53 y la aneuploidia, y no encontrando
relacion con el tiempo ni el prondstico de recidiva, y sefialando que la
expresion anormal de HER/neu en el CCT raramente se observa en las
presentaciones iniciales.

En cuanto a la progresion tumoral, Underwood y cols. (1995)
realizaron una revision sobre 236 CCT pertenecientes a 89 pacientes con
tumores recidivantes, 20 enfermos sin recidiva y 10 controles de vejiga
sin alteraciones, determinando la presencia de expresion de la proteina
del gen c-erbB-2 y la amplificacion de dicho gen. Se objetivd
sobreexpresion proteica en el 50% de los pacientes con enfermedad
recidivante, en el 45% de aquellos que no tuvieron recidivas y en
ninguno de los controles. De los 89 CCT recidivantes, el 48% sufrieron
progresion tumoral, y de ellos, el 32% correspondian a pacientes que
presentaron amplificacion de c-erbB-2, lo que puso de manifiesto una
estrecha relacion entre la amplificacion genética y la progresion tumoral.
Sin embargo, dicha amplificacion solo se puso de manifiesto cuando la
progresion ya habia ocurrido, y no en las muestras iniciales.

En cuanto a la influencia de este oncogén en la supervivencia, se
ha observado una relacion inversa entre la positividad del mismo y la

supervivencia, independiente del grado y del estadio (Sato y cols., 1992).
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En conclusion, el significado pronostico de los valores aislados de
c-erbB-2 en vejiga, hasta ahora, es limitado, en comparacion con otros
marcadores moleculares. No obstante, nuevos estudios parecen indicar
que su asociacion con otros marcadores, como el c-erbB-1, si puede tener

valor como prediccion de la recurrencia tumoral.

e Oncogén c-erbB-1

El protooncogén c-erbB-1 regula la produccion del receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Este factor es un polipéptido
de 53 aminoacidos que promueve el crecimiento de las células epiteliales
y que necesita de un receptor especifico de membrana para ejercer su
accion.

Esta presente ampliamente en el organismo y se encuentra en
grandes cantidades en la orina, probablemente por secrecion tubular.
Pertenece al grupo de receptores de superficie con actividad tirosina-
kinasa, con la porcion catalitica en el lado citoplasméatico de la
membrana. EI EGFR se ha identificado de modo fisioldgico en las capas
basales del urotelio sano (Messing, 1990). Varios estudios han
demostrado una sobreexpresiobn de EGFR en diferentes tumores
malignos, encontrandose relacién con una mayor agresividad tumoral y
con un peor pronostico (Coombs y cols., 1991).

En el CCT, se ha detectado una sobreexpresién del EGFR en
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tumores de vejiga de diferente grado y estadio. En un estudio sobre 48
tumores vesicales se observo una asociacion significativa con el grado de
diferenciacion y estadio tumoral (Neal y cols., 1985).

Los resultados publicados han sido variables, pero parecen indicar
un cierto papel del EGFR en la prediccion de mortalidad, recurrencia y

progresion del cancer vesical.

e Oncogén Ras

La activacion de los oncogenes Ras (Ha-Ras, Ki-Ras y N-Ras)
codifica la proteina p21, una proteina de unién de membrana de 21 kD
que recibe sefiales externas de diferenciacion y proliferacion y emite
sefiales intracelulares como factor de crecimiento, uniéndose a GDP y
GTP, y tiene también actividad GTPasa intrinseca, 1o que permite su
propia inactivacion.

La mutacion del gen Ha-Ras en la linea celular EJ, derivada de un
cancer de vejiga, fue la primera alteracion del gen Ras documentada en
relacion al céncer. Esta familia, en estudios experimentales, ha sido
relacionada con la progresion tumoral, pero los resultados no se han

confirmado en la clinica.

e Oncogén c-myc

El oncogén c-myc, situado en el cromosoma 8, codifica una
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fosfoproteina celular de 62 kD, que es activada durante la proliferacion
celular (Kelly y Siebnlist, 1985). Las proteinas myc tienen gran afinidad
por los &cidos nucleicos del ADN, lo que sugiere el papel de estas
proteinas en el control de la expresion genica y replicacion del ADN. La
proteina myc parece ser una de las claves en la proliferacion celular.

En condiciones normales, este gen se activa por factores de
crecimiento. Las lineas celulares que expresan c-myc presentan una
independencia relativa a los factores de crecimiento para la proliferacion
y evitan la entrada de la célula en fase de reposo, manteniéndola

permanentemente en proliferacion activa.

e Oncogén mdm2

El gen mdm2 es un protooncogén localizado en el cromosoma 12
que codifica una proteina nuclear de 90 kD. Esta proteina, al unirse a la
proteina p53, inhibe la transcripcion provocada por ésta, lo que facilita su
degradacion a través del proteosoma.

El gen supresor de tumores Tp53 codifica la proteina p53, que
actua a nivel de la transcripcion y de la traslacion, revisando la correcta
secuencia de ADN antes de replicarse. Este gen esta controlado por el
gen inactivador mdmz2.

La proteina p53 actua sobre la proteina p21, que inhibe la

fosforilacion de la proteina del retinoblastoma (pRb) y, con este
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mecanismo, el gen p53 permite la reparacion del ADN anoémalo (a traves
de los genes reparadores MLHI y MLH2) y, en caso contrario, se provoca
la detencidn del ciclo celular, provocando la entrada de la célula en GO, o
bien su muerte por apoptosis. La proteina mdm2 inactiva tanto a la
proteina p53 como a la proteina del retinoblastoma y, por tanto, favorece

la progresion del ciclo celular.

Genes supresores

Los genes supresores 0 antioncogenes son genes que codifican
proteinas que son necesarias para el correcto funcionamiento celular, y
cuya pérdida o alteracion da lugar al desarrollo de tumores. Pertenecen a
un grupo de genes cuyos productos actdan en la regulacion negativa del
ciclo celular. La pérdida, en la célula, de uno de estos genes, supone la
proliferacion incontrolada de la misma.

Los principales genes supresores implicados en el CCT son el

Tp53, el Tp21 y el gen supresor del retinoblastoma (Rb).

e (Gen supresor Tp53

El gen supresor Tp53 se localiza en el brazo corto del cromosoma
17 y codifica la expresion de una fosfoproteina nuclear de 393
aminoéacidos y 53 kD que regula el paso de G1 a S en el ciclo celular.

Algunos autores (Hollstein y cols., 1991) sugieren que la proteina
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p53 debe unirse a un receptor nuclear para, a través de diferentes
mecanismos, ejercer sus acciones: control del crecimiento tisular,
reparacion de alteraciones del ADN y destruccion programada de las
células con alteraciones de ADN irreparables (apoptosis).

La proteina p53 es, basicamente, un regulador de expresion
génica actuando como un factor de transcripcion, capaz de activar y
también de reprimir genes especificos. Cuando existe un dafio en el ADN
celular, los niveles de p53 aumentan, y esto provoca un aumento de la
expresion de la proteina p21 (Fonatsch y cols., 1991), encargada de evitar
la division de la célula hasta que se repare el dafio del ADN y asi impedir
la perpetuacion de mutaciones. Si el dafio del ADN es excesivo,
imposible de reparar, el aumento de p53 determina la induccion del gen
bax (que favorece la apoptosis) y la inhibicion del gen bcl-2 (oncogén
que inhibe la apoptosis) con el resultado final de apoptosis. Con ello, se
evita la aparicion de células hijas severamente mutadas.

La p53 mutada es mas estable que la nativa, por lo que permanece
mas tiempo en el ndcleo, y puede ser detectada por métodos
inmunohistoquimicos, lo que ha permitido estudiar la agresividad de los
tumores segun la expresion de p53.

El andlisis de las alteraciones en el gen que codifica la proteina
p53 se puede realizar mediante analisis molecular, técnicas de

inmunoluminiscencia, analisis serolégicos e inmunohistoquimica. En el
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analisis molecular, la amplificacion mediante PCR, seguida de
secuenciacion génica, permiten estudiar directamente la mutacion
especifica que afecta al gen.

Las mutaciones en el gen Tp53 son las alteraciones mas
frecuentes encontradas en algunos tipos de tumores malignos (vejiga,
préstata, rifion, pulmén, mama, colon y recto) (Wee y cols., 1994). La
proteina p53 andmala no puede bloguear el ciclo celular, lo que provoca
un crecimiento incontrolado.

No se ha llegado a un consenso sobre el porcentaje de positividad
a p53 en el cancer de vejiga. Esto es debido, principalmente, a varios
factores, entre ellos, al empleo de distintos anticuerpos, las diferencias
debidas al empleo de muestras de parafina 0 muestras congeladas y la
subjetividad del patélogo en los anélisis de inmunohistoquimica
(Gardiner y cols., 1994). En general, podemos considerar que es rara la
expresion mutada de p53 en tumores superficiales, pudiendo alcanzar un
60% en carcinomas invasivos.

Se puede afirmar que la correlacion con el grado y el estadio
tumoral sugieren que las mutaciones en Tp53 pueden estar asociadas con
una evolucion mas agresiva de los tumores (Moreno y cols., 1999),
aunqgue algunos autores no encuentran relacion entre la sobreexpresion de
p53 y el grado o el estadio tumoral, y sugieren que no tiene ningn valor

predictivo prondstico aislado. Pese a ello, la expresion de p53 constituye
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uno de los pilares sobre los que se apoya el prondstico bioldgico del
CCT.

En cuanto a la supervivencia, algunos autores han demostrado un
efecto significativo de la mutacion de Tp53 sobre los porcentajes
globales de supervivencia, y asi, la supervivencia a 5 afios de los
pacientes con invasion muscular sin sobreexpresion de la proteina es del
64 al 79% (Nakanishi y cols., 1996), mientras que, en los que la
sobreexpresan, es del 22 al 30% (Esrig y cols., 1994).

Asimismo, algunos autores consideran que la positividad de p53
también puede ser Util en la determinacion de los tumores superficiales
mas agresivos, e incluso resistentes al tratamiento con BCG (Lacombe y
cols., 1996). La mayoria de los autores no estan de acuerdo en que la
positividad de p53 prediga la resistencia a la BCG, sino solo que en los
casos resistentes a BCG la lesion residual positiva a p53 indicara un mal

pronostico.

e Gen supresor Tp21/WAFI/CIPI

La proteina p21 fue el primer miembro descrito de la familia de
las CDK1 (de 21 kD), codificada por el gen Tp21/WAFI/CIPI. Esta
proteina inactiva los complejos ciclina A/E-CDK2 y ciclina D1/D2/D3-
CDKA4, deteniendo el ciclo celular en G1 y evitando que la célula entre en

la fase S. Este proceso se desarrolla a través de su interaccién con el
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antigeno nuclear de proliferacion (PCNA). La proteina p53 nativa regula
la expresion de la proteina p21 y le proporciona el mecanismo para
ejercer los efectos supresores de la proliferacion.

En un estudio acerca de la mutacion del gen WAFI en diversos
tumores primarios, identificaron mutaciones de este gen en dos tumores
de vejiga, ambos con p53 nativa, y uno de ellos con alteracion de la
produccion de p21 por la aparicion de un coddn de terminacion; pero por
regla general la inactivacion de p21 mediante mutaciones a nivel de ADN
es poco frecuente (Lacombe y cols., 1996).

Existe controversia acerca de la importancia pronostica de la

expresion de p21 en el cancer de vejiga.

e Gen supresor Rb

El gen del retinoblastoma (Rb) fue el primer gen en ser
reconocido como gen supresor tumoral, siendo considerado como el
prototipo de los genes supresores. Como cualquier gen supresor tumoral,
€S un gen recesivo, y precisa de mutacion en sus dos alelos para la
transformacion neoplésica, si bien una de ellas puede ser heredada. Esto
explicaria la predisposicion familiar para desarrollar retinoblastoma.

El gen Rb se sitia en el cromosoma 13, y codifica una proteina
denominada pRb, una fosfoproteina nuclear de 928 aminoacidos, y peso

molecular de 110 kD que actua a nivel del primer punto de restriccion del
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ciclo celular (paso G1/S). Esta proteina, durante la fase G1, se halla en su
forma fosforilada y unida al factor de transcripcion E2F y a otros factores
capaces de inactivarla, como el producto del oncogén c-myc. Cuando las
células son estimuladas para su proliferacion, la proteina pRb se
desfosforila por accion de las ciclinas CDK2 y CDKA4, lo que provoca la
liberacion del factor E2F y la proteina myc, quienes al encontrarse
liberados, pueden llevar a cabo su accion favorecedora de la
transcripcion, iniciandose la siguiente fase del ciclo celular, la fase S.
Tras producirse la mitosis, la proteina pRb es fosforilada de nuevo por
accion de la fosfatasa alcalina, con lo que vuelve a unirse a los factores
proliferativos.

La ausencia, inactivacion o mutacion del gen Rb se ha
relacionado con diferentes tumores humanos (Gallie, 1994). En el
carcinoma vesical, las alteraciones del gen Rb se han relacionado, en
general, con estadios avanzados y con una pobre supervivencia.

Como ya se ha comentado en otro apartado, varios estudios han
demostrado el efecto colaborador de las proteinas pRb y p53 en la
progresion tumoral de los pacientes con céncer de vejiga, tanto en tu-

mores superficiales, como en invasores (Cote y cols., 1998).
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Obijetivos

A pesar de todo lo investigado, la mayor parte de los estudios no
permiten la obtencion de conclusiones definitivas que indiquen la
participacion del VPH en el cancer de vejiga. Esto se debe a que la
metodologia empleada en estos estudios fue diferente, mal estandarizada
y/o poco explicita, lo que dificulta la obtencion de unas conclusiones
totalmente validas. Globalmente los estudios muestran, en la mayor parte
de los casos, la presencia de la infeccion, con una importante dispersion.
Aunque muchos de los ensayos carecen de un grupo control definido, si
se analizan con detenimiento es posible obtener el valor de la Odds Ratio
global debido al comportamiento homogéneo de algunos de estos
estudios previos, con casos y controles bien definidos.

No obstante, pensamos que, para obtener una conclusion
definitiva, faltan estudios con suficiente numero de casos y muestras,
comparativo frente a controles y que utilicen técnicas microbioldgicas
validadas en un mismo sujeto y muestra. Por lo tanto, permanece abierto
el debate sobre si la asociacion entre la infeccion cronica por el VPH vy el
cancer vesical es una coincidencia o existe una relacion de causalidad.
Todo ello invita a seguir investigando la relacion entre el virus y este
tumor a través de estudios, primero epidemioldgicos y posteriormente
patogénicos de la enfermedad.

Por todo lo anterior, en el presente trabajo nos hemos planteado

los siguientes objetivos:
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1. Estudiar, en sujetos con cancer de vejiga, la presencia de ADN del
virus del papiloma humano, determinando, también, el genotipo

presente.

2. Investigar los factores de riesgo asociados al cancer vesical en

nuestra poblacion.

3. Establecer relaciones epidemiologicas entre los parametros

anteriores para conocer sus implicaciones clinicas.
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Material y métodos

DESCRIPCION DE LOS PACIENTES

Para la realizacion del presente estudio se utilizd un disefio
observacional y analitico, de casos y controles, siendo considerados los
primeros (pacientes con cancer de vejiga) potencialmente susceptibles de
estar infectados por el VPH.

Para ello se seleccionaron 85 pacientes intervenidos en el Servicio
de Urologia del Hospital Clinico “San Cecilio” de Granada, entre
septiembre de 2003 y abril de 2007. En todos ellos se obtuvo tejido
vesical mediante biopsia (de la lesion tumoral en los casos y de mucosa
vesical sana en los controles) constituido por dos fragmentos de,
aproximadamente, 25 mm?. Todos los sujetos carecian de procesos
clinicos infecciosos e inflamatorios en el momento de ser intervenidos.

Las biopsias fueron lavadas con suero fisioldgico para eliminar
los restos de sangre y colocadas en medio de transporte para virus. Se
mantuvieron a 4°C hasta su recogida (un méaximo de 4 horas) o fueron
inmediatamente congeladas a -20°C, un méaximo de 12 a 16 horas, y
luego a -80°C hasta su posterior procesamiento.

El grupo de casos lo constituyeron 34 pacientes intervenidos de
lesion tumoral vesical mediante reseccién transuretral (RTU). Todos
ellos fueron varones. La edad media del grupo fue de 66 afos, con un

rango de 36 a 86 afos.

79




VPH y cancer vesical

Por su parte, el grupo control estuvo formado por 51 pacientes,
intervenidos, en su mayoria, de adenomectomia prostatica mediante la
técnica de Freyer (46 pacientes), dos pacientes intervenidos de carcinoma
de proéstata por RTU, uno intervenido de una lesion vesical inflamatoria,
y dos mas (ambas mujeres) intervenidas de carcinoma infiltrante de
endometrio por RTU. La edad media del grupo fue de 70 afios, con un
rango de 53 a 82 afios.

En los 85 pacientes se determind, mediante encuesta o revision de
la historia clinica, la exposicién a tabaco, la ingesta alcohdlica habitual y
la profesion del paciente.

En las tablas 3 (para los casos) y 4 (para los controles) se
describen las caracteristicas de los pacientes para los parametros de

estudio considerados anteriormente.
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Tabla 3: Caracteristicas de los casos

Paciente

Fecha de
incorporacion
al estudio

Habito
tabaquico

Consumo
alcohdlico

Profesion

24/09/2003

No fumador

No bebedor

Metalurgia

25/09/2003

Fumador

No bebedor

Construccion

19/02/2007

Fumador

No bebedor

Construccion

01/10/2003

Fumador

No bebedor

Transportista

16/04/2007

Fumador

No bebedor

Agricultor

14/11/2003

Fumador

Bebedor

Comercial

02/12/2003

Fumador

No bebedor

Construccion

02/12/2003

Fumador

Bebedor

Comercial

OO N[OOI WIN| -

19/12/2003

Fumador

No bebedor

Sin identificar

08/01/2004

Fumador

Bebedor

Metalurgia

12/01/2004

Fumador

No bebedor

Construccion

14/01/2004

Fumador

Bebedor

Construccion

08/01/2004

Fumador

No bebedor

Agricultor

21/01/2004

No fumador

No bebedor

Agricultor

30/01/2004

Fumador

Bebedor

Agricultor

30/01/2004

Fumador

Bebedor

Agricultor

09/02/2004

Fumador

No bebedor

Agricultor

09/02/2004

No fumador

No bebedor

Limpieza

09/02/2004

Fumador

Bebedor

Agricultor

16/02/2004

Fumador

Bebedor

Agricultor

16/02/2004

Fumador

No bebedor

Comercial

03/03/2004

Fumador

Bebedor

Limpieza

03/03/2004

Fumador

No bebedor

Agricultor

23/02/2004

Fumador

No bebedor

Asfaltos

31/03/2004

Fumador

No bebedor

Carnicero

03/03/2004

Fumador

No bebedor

Ingeniero

22/03/2004

Fumador

Bebedor

Agricultor

13/04/2004

Fumador

Bebedor

Agricultor

20/04/2004

No fumador

No bebedor

Sin identificar

28/04/2004

Fumador

No bebedor

Sin identificar

10/09/2004

Fumador

No bebedor

Panadero

24/09/2004

Fumador

No bebedor

Agricultor

24/09/2004

Fumador

Bebedor

Sin identificar

30/03/2005

Fumador
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Tabla 4: Caracteristicas de los controles

Paciente

Fecha de
incorporacion
al estudio

Habito
tabaquico

Consumo
alcohdlico

Profesion

12

19/01/2004

Fumador

No bebedor

Construccion

14

19/01/2004

No fumador

No bebedor

Limpieza

29

22/03/2004

Fumador

No bebedor

Limpieza

32

13/04/2004

No fumador

No bebedor

Limpieza

39

17/04/2007

Fumador

Bebedor

Comercial

40

24/04/2006

No fumador

No bebedor

Sin identificar

16/05/2006

No fumador

No bebedor

Agricultor

16/05/2006

No fumador

No bebedor

Construccion

12/05/2006

No fumador

No bebedor

Metalurgia

07/06/2006

Fumador

No bebedor

Policia

07/06/2006

No fumador

No bebedor

Agricultor

20/06/2006

No fumador

Bebedor

Agricultor

18/08/2006

No fumador

No bebedor

Metalurgia

24/08/2006

Fumador

Bebedor

Transportista

27/09/2006

No fumador

No bebedor

Administrativo

27/09/2006

Fumador

No bebedor

Construccion

02/10/2006

Fumador

No bebedor

Agricultor

03/10/2006

Fumador

Bebedor

Agricultor

04/10/2006

Fumador

No bebedor

Comercial

17/10/2006

No fumador

No bebedor

Transportista

23/10/2006

Fumador

Bebedor

Agricultor

27/10/2006

Fumador

No bebedor

Camarero

30/10/2006

Fumador

Bebedor

Metalurgia

31/10/2006

Fumador

No bebedor

Lavanderia

06/11/2006

No fumador

No bebedor

Camarero

08/11/2006

No fumador

No bebedor

Metalurgia

08/11/2006

Fumador

No bebedor

Comercial

15/11/2006

Fumador

No bebedor

Construccion

22/11/2006

No fumador

No bebedor

Construccion

27/11/2006

Fumador

No bebedor

Tapicero

22/12/2006

No fumador

No bebedor

Agricultor

17/01/2007

Fumador

Bebedor

Barnizador

11/10/2006

Fumador

Bebedor

Agricultor

18/10/2006

Fumador

Bebedor

Metalurgia

31/01/2007

Fumador

No bebedor

Agricultor

22/01/2007

No fumador
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Tabla 4: Continuacién

Fecha de Habito Consumo

Paciente | incorporacion L . Profesion
tabaquico alcohdlico

al estudio
71 21/02/2007 No fumador | No bebedor Agricultor
72 26/02/2007 Fumador Bebedor Administrativo
73 04/10/2006 Fumador Bebedor Ganadero
74 06/03/2007 No fumador | No bebedor Transportista
75 07/03/2007 No fumador | No bebedor | Administrativo
76 07/03/2007 Fumador No bebedor Agricultor
77 07/03/2007 Fumador No bebedor Transportista
78 28/03/2007 Fumador Bebedor Camarero
79 20/03/2007 No fumador | No bebedor Metalurgia
80 29/03/2007 No fumador | No bebedor Agricultor
81 02/04/2007 No fumador | No bebedor Comercial
82 02/04/2007 Fumador No bebedor Agricultor
83 11/04/2007 Fumador No bebedor Metalurgia
84 11/04/2007 No fumador | No bebedor Carpintero
85 18/04/2007 Fumador No bebedor Construccion

Como vemos, por tanto, respecto al habito tabaquico, los
pacientes se agruparon en dos tipos. Un grupo lo constituyeron aquellos
pacientes que no eran fumadores y nunca lo habian sido (categoria “no
fumador”); el otro grupo lo constituian los fumadores habituales y
exfumadores (categoria “fumador”). Asi definidos, en el grupo de casos,
el 88,2% (30/34) eran o habian sido fumadores, frente a un 11,8% (4/34)
que nunca habian fumado. En el grupo control, eran o habian sido
fumadores el 54,9% (28/51), frente al 45,1% (23/51) que nunca habian
fumado.

El consumo de alcohol se defini6 en dos categorias: “bebedores”

y “no bebedores”. En este sentido, en el grupo de casos, fueron bebedores
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habituales el 35,3% (12/34), frente al 64,7% (22/34) que no fueron

bebedores. En el grupo control eran bebedores el 25,5% (13/51), frente al

74,5% (38/51) que no lo eran.

La profesion, en cada uno de los grupos, quedo como sigue:

e En los casos encontramos un predominio del gremio dedicado a las
tareas agricolas, con un 38,2% (13/34), seguido del gremio de la
construcciéon con un 14,7% (5/34). El resto se distribuye en otras
profesiones, destacando como posibles factores de riesgo asociados a
carcinoma vesical, un paciente que trabajaba en asfaltados. En cuatro
pacientes no constaba dato en la historia clinica.

e En el grupo de control también fue mayoritario el gremio de la
agricultura con un 25,5% (13/51), seguido del metaldrgico con el

13,7% (7/51) y después el de la construccion con el 11,8% (6/51).

DESCRIPCION DE LAS LESIONES TUMORALES
Una vez definidas las caracteristicas de la poblacion en ambos
grupos, clasificamos las lesiones tumorales en el grupo de casos. Estos

datos se reflejan en la tabla 5.
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Tabla 5: Caracteristicas de las lesiones tumorales vesicales

Paciente

Categoria

Grado
histologico

Estadio

Tamario

Namero de
lesiones

Recidiva

Gl

Tl

Pequefio

Multiple

Recidiva

G2

Tl

Pequefio

Multiple

Recidiva

Gl

T1

Intermedio

Mltiple

Primario

G2

TX

Pequefio

Unica

Primario

G2

T2

Grande

Mudltiple

Primario

G2

T1

Grande

Multiple

Primario

G3

Tx

Grande

Unica

Primario

G3

Tl

Intermedio

Mltiple

OO N[O|O| B~ W|IN| -

Recidiva

G2

T1

Intermedio

Mltiple

Recidiva

Gx

TX

Pequefio

Unica

Primario

G3

T1

Grande

Unica

Primario

G3

T2

Intermedio

Unica

Primario

G2

T1

Grande

Unica

Primario

G3

T2

Grande

Mltiple

Primario

G3

T2

Pequefio

Madltiple

Primario

G2

T1

Grande

Unica

Primario

G2

T1

Grande

Multiple

Recidiva

Gl

Ta

Pequefio

Unica

Primario

G2

T1

Pequefio

Unica

Primario

G3

T2

Grande

Unica

Primario

G2

T1

Pequefio

Madltiple

Primario

G2

Ta

Pequefio

Unica

Recidiva

G2

T1

Grande

Unica

Primario

G2

Tl

Intermedio

Unica

Primario

Gl

Ta

Pequefio

Unica

Recidiva

G2

Ta

Grande

Unica

Primario

G3

T2

Intermedio

Unica

Recidiva

G2

Ta

Pequefio

Unica

Recidiva

G2

Tl

Pequefio

Multiple

Primario

G3

T1

Grande

Mltiple

Recidiva

G1

T1

Grande

Unica

Recidiva

G2

T1

Grande

Unica

Recidiva

G2

Tl

Intermedio

Unica

Primario

G3

T2
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De las |lesiones vesicales resecadas, el 61,8% (21/34)
correspondieron a tumores primarios, y fueron recidivas el 38,2%

(13/34).

Grado histoldgico
Con respecto al grado histoldgico, la distribucion fue la siguiente:

e Tumores de grado | (G1), en el 14,7% (5/34).

e Tumores de grado Il (G2), en el 52,9% (18/34), uno de ellos con
diferenciacion escamosa.

e Tumores grado Il (G3) se diagnosticaron en el 29,4% (10/34),
destacando dos casos con diferenciacion escamosa y uno con
diferenciacion glandular.

e Hubo un caso en el que no se pudo determinar el grado histolégico
(Gx).

Valorando el grado histolégico en los tumores primarios y en las

recidivas encontramos que, en los tumores primarios, el 4,8% (1/21)

fueron G1, mientras que el 47,6% (10/21) fueron G2 y también G3. En

las recidivas, el 30,8% (4/13) fueron G1 vy el 61,6% (8/13) fueron G2.
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Estadio tumoral
En cuanto al estadio tumoral, la distribucién fue la siguiente:
e Estadio Tx (debido a la cauterizacion o al pequefio tamafio de la
tumoracion no se pudo informar el grado de infiltracion), en el 8,8%
de los casos (3/34).
e Estadio Ta, en el 14,7% (5/34).
e Estadio T1, en el 55,9% (19/34).
e Estadio T2, en el 20,6% (7/34).
Valorando el estadio tumoral en los tumores primarios y en las
recidivas encontramos que, en los tumores primarios, el 9,5% (2/21)
fueron Ta, el 47,6% (10/21) fueron T1 y el 33,3% (7/21) fueron T2. En

las recidivas, el 23,1% (3/13) fueron Tay el 69,2% (9/13) fueron T1.

Tamaiio tumoral

El tamafio del tumor fue definido como lesiones grandes, cuando
tenian un didmetro mayor de 5 cm, lesiones pequefias cuando el didmetro
fue inferior a 2 cm, y lesiones intermedias, aquellas en las que el
didmetro estuvo comprendido entre 2 y 5 cm. Asi definido, hubo un
44,1% (15/34) de lesiones grandes, un 20,6% de lesiones intermedias
(7/34) y un 35,3% de lesiones pequefias (12/34).

Valorando el tamafio tumoral en los tumores primarios y en las

recidivas encontramos que, los tumores grandes fueron primarios en el

87




VPH y cancer vesical

73,3% (11/15), los tumores pequefios en el 50% (6/12) y los tumores

intermedios en el 57,1% (4/7).

NUmero y localizacion de las lesiones

Respecto al numero de lesiones tumorales, fueron lesiones Unicas
el 61,8% (21/34) y respecto a la localizacion de éstos, teniendo en cuenta
que los tumores extensos pueden ocupar mas de una localizacion, las
predominantes fueron en cuello vesical con un 38,1% (8/21), seguida de
la cara lateral derecha, con un 23,8% (5/21) y de la cara lateral izquierda,
involucrada en el 19% de los tumores (4/21). En la zona trigonal solo se

aprecio lesion en el 9,5% (2/21).
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DETECCION DEL VPH MEDIANTE ARRAY EN TUBO
Fundamento genético

Un array es un conjunto de sondas moleculares fijadas de manera
ordenada sobre un soporte solido y, por extension, también hace
referencia a la técnica de hibridacion que utiliza estos soportes.

Actualmente se han disefiado robots que pueden depositar estas
sondas moleculares en forma de microgotas en una superficie de uno o
varios centimetros cuadrados, e incluso menores. La sintesis de los arrays
supone la impresion y fijacion de sondas de acidos nucleicos sobre un
soporte solido con afinidad por éstos. Dichos soportes, generalmente, son
membranas de nitrocelulosa o nailon, o bien portaobjetos recubiertos con
residuos de polilisinas u otro compuesto capaz de unirse al &cido
nucleico. En cuanto a las sondas, pueden ser clones procedentes de una
genoteca, productos de PCR obtenidos a partir del genoma de interés o
bien oligonucledtidos sintéticos.

En general, se pueden distinguir dos tipos de arrays:
consideramos macroarrays aquéllos en los que las sondas se depositan e
inmovilizan sobre un soporte tipo membrana, generalmente de
nitrocelulosa o nailon, mientras que, en los microarrays los soportes
utilizados son portaobjetos o chips microelectronicos. Otra de las
diferencias fundamentales frente a los macroarrays es la gran cantidad de

sondas que pueden fijarse sobre una pequefia superficie de soporte sélido.
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Su finalidad es la deteccion especifica de un acido nucleico (ADN
0 ARN). Para ello, el &cido nucleico que se quiera detectar debe estar
purificado y marcado, bien con un marcador radiactivo, con un
fluorocromo, o con otro marcador quimico, como la biotina. Una vez
marcado el acido nucleico se procede a su hibridacion especifica con las
sondas presentes en el array sintetizado previamente, uniéndose cada
acido nucleico a la sonda correspondiente. A continuacién se somete al
array a una serie de lavados para eliminar el exceso de acidos nucleicos
que no hayan hibridado especificamente y, tras el revelado, se procede a
la medicion de la sefial. En cualquiera de los casos se genera una imagen
que se somete a un proceso de digitalizacion, normalizacion y
cuantificacion. Tras este tratamiento se obtiene una coleccion de datos
con las intensidades correspondientes a cada gen incluido en el array.
Finalmente, se procede al analisis de los datos, que, en ocasiones, se
convierte en una tarea compleja, sin embargo, frente a ello, la ventaja de
esta técnica es que permite obtener una enorme cantidad de informacion
en un Unico experimento.

Por lo tanto, la principal ventaja de esta metodologia es la
posibilidad de hibridacién simultdnea de un gran nimero de sondas, lo
que permite detectar a la vez un amplio nimero de microorganismos.
Ademas, permite, no solo la identificacion del microorganismo, sino

también el andlisis de genotipos y la presencia de factores de
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patogenicidad, virulencia y resistencia mediante deteccion de genes

especificos o mutaciones (Doménech-Sanchez y Vila, 2004).

Clinical Arrays® Papillomavirus Humano

Con el Clinical Arrays® Papillomavirus Humano (GENOMICA
S.A.U., Coslada, Espafia) (Chacon y cols., 2007) se puede detectar la
presencia de los 35 genotipos del virus VPH con mayor importancia
clinica (figura 5) en distintos tipos de muestras clinicas (torundas
impregnadas, biopsias, suspensiones celulares y tejido fijado en formol o

incluido en parafina).

Figura 5: Clasificacion de los genotipos de VPH segun el riesgo oncogénico (European
Consorcium of Cervical Cancer, 2004)

6271 8384 8580
611 40 42 43 44
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La deteccion se lleva a cabo mediante la amplificacion, por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), de un fragmento de unos 450
pb dentro de la region L1 del virus (figura 6), por tratarse de una

secuencia que esté altamente conservada entre los distintos tipos de VPH.
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Sin embargo, esta region presenta suficientes variaciones como para
poder diferenciar cada tipo de virus con sondas de captura especificas.

De esta manera, se asegura la especificidad de la deteccion.

Figura 6: Estructura del virus del papiloma humano (en http://sameens.dia.uned.es)

Posteriormente, se detecta el producto amplificado por PCR
mediante una plataforma tecnoldgica basada en microarrays dentro de un
tubo (ArrayTube, AT). La plataforma AT se fundamenta en incluir un
microarray (impreso en un pequefio cristal de 9 mm?) en la parte inferior
de un tubo de ensayo tipo eppendorf (figura 7). Este tipo de tecnologia
permite la deteccidn simultanea de multiples marcadores moleculares de
utilidad diagndstica, en este caso, como hemos visto, un fragmento de la
region L1 de 35 tipos distintos de VPH, y de los controles necesarios

para asegurar la fiabilidad de los resultados obtenidos.
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Figura 7: Tecnologia de microarray en tubo (en: http://www.genomica.es)

El sistema de deteccion de la hibridacion en el kit Clinical
Arrays® Papillomavirus Humano se basa en la precipitacién de un
producto insoluble en aquellas zonas del tubo AT en las que se produce
la captura especifica de los productos amplificados. Durante la PCR, los
productos amplificados quedan marcados con biotina (ya que los primers
utilizados en dicha reaccion estan marcados con biotina). Después de la
amplificacion se hibridan con sus respectivas sondas especificas que
estan inmovilizadas en zonas concretas y conocidas del tubo AT, tras lo
cual se incuba con un conjugado de estreptavididna-peroxidasa (HRP,
Horse Radish Peroxidase). El conjugado se une a través de la
estreptavidina con la biotina presente en los productos amplificados (que
a su vez se encuentran unidos a sus sondas especificas) y la actividad
peroxidasa provoca la aparicion de un producto insoluble en presencia
del sustrato TMB (3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina), con lo que se produce
la precipitacion de éste en las zonas del tubo AT en las que ocurre la
hibridacion (figura 8).
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Figura 8: Funcionamiento de la tecnologia AT (en: http://www.genomica.es)

El microarray de un AT es un vidrio recubierto de
una sustancia polimérica sobre el que se
depositan 120 puntos de hibridacion compuestos
de cadenas de ADN monocatenario. Cada punto
posee sondas especificas que hibridan con las
secuencias buscadas

El ADN de la muestra, amplificado previamente y
marcado con biotina, se afiade sobre el microarray

El ADN marcado con biotina se une
especificamente a sus sondas complementarias
sobre el microarray

Se afade HRP, que se une a las moléculas de
biotina con las que se marcé el ADN de la muestra

En presencia de TMB, se induce la precipitacion
de un compuesto insoluble sobre las zonas donde
se produjo la hibridacion del ADN

Al final se obtiene una imagen del microarray.
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Uno de los inconvenientes de la deteccion por amplificacion
gendmica son los falsos negativos debidos, bien a una calidad inadecuada
del ADN de la muestra (por toma de cantidad insuficiente de muestra,
por degradacion del ADN debido a una inadecuada conservacion o por
pérdida del ADN de la muestra durante su extraccién), o bien a la
presencia de inhibidores de la ADN polimerasa en las muestras en las
que se quiere analizar la presencia del virus (presencia de hemoglobina,
restos de parafina, sales, etc).

En el kit Clinical Arrays® Papillomavirus Humano se han
introducido dos controles internos en el mismo tubo de reaccion donde se
analiza la muestra, con la finalidad de eliminar los falsos negativos. Por
un lado, la amplificacion de ADN del propio paciente (ADN gendmico)
sirve como control de la presencia de ADN en la muestra. La
amplificacion del ADN del paciente se lleva a cabo gracias a que todos
los tubos de reaccion del kit contienen una pareja de primers que
amplifican un fragmento de 892 pb del gen humano CFTR (Cystic
Fibrosis Transmembrane Regulador, gen responsable de la fibrosis
quistica). Por otro lado, todos los tubos de reaccién contienen, también,
un plasmido modificado que sirve como control de la reaccion de
amplificacion (control interno de la PCR). Este control interno se
amplifica con los mismos primers que el gen CFTR humano, pero el

tamafnio del amplificado es distinto (1202 pb). Los dos controles
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(genomico e interno) se amplifican simultaneamente junto con el VPH en

un Unico tubo de reaccion.

DETECCION DEL VPH EN MUESTRAS DE BIOPSIA

Se usaron los kit “Clinical Arrays® Papillomavirus Humano: Kit
de Extraccién, Purificacion y Amplificacion” y “Clinical Arrays®
Papillomavirus Humano: Kit de Genotipado” realizandose todos los
procedimientos segun las normas del fabricante, como se describen a

continuacion.

Extraccion del ADN de la muestra

Preparacion previa de los reactivos

Se prepard la solucién B3 afadiendo el tampon B1 al tamp6n B2. El
tampon resultante B3, se almacend protegido de la luz y a temperatura
ambiente.

e Se disolvio la proteinasa K en el tampdn PB, alcanzando una
concentracion de 20 mg/ml. La proteinasa K, una vez disuelta, se
conservo a 4°C.

e Se afiadio etanol (96-100%) a la solucién de lavado (segun la cantidad

de etanol indicada en el bote de dicha solucion).

e Se calent6 la solucion de elucién a 70°C.
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Procedimiento de extraccion

e Se cortd y se machac6é adecuadamente el tejido de la biopsia vesical
sobre un portaobjetos estéril.

o El tejido procesado se introdujo en un eppendorf estéril y se afiadieron
180 pl de solucién de lisis.

e Se mezcld con vortex.

e Se afiadieron 25 ul de proteinasa K a cada muestra.

e Se mezcld con vortex.

e Cada muestra se incub6 a 56°C durante 3 horas con agitacion, hasta
que la muestra estuvo totalmente lisada.

e Una vez transcurrido el tiempo de lisis, se hizo una centrifugacion
rapida de las muestras para evitar el agua de condensacién en la tapa.

¢ Se afiadieron 200 pl de solucion B3 a cada muestra.

e Se mezcl6 en vortex

e Las muestras se incubaron a 70°C durante 10 minutos sin agitacion.

¢ Se volvio a hacer una centrifugacion rapida de las muestras para evitar
el agua de condensacion en la tapa.

e Se afiadieron 210 pl de etanol al 96% a cada muestra y se agito en
vortex.

e Se prepard una columna de purificacion por muestra, se identificd

correctamente y se coloco en un tubo de recogida de 2 ml.
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Se afiadi6 la muestra a la columna correspondiente. Se centrifugo
durante 1 minuto a 12.000 g.

Se descartd el fluido filtrado y se volvié a poner la columna en su tubo
de recogida.

Se afiadieron 500 pl de la solucion de lavado a la columna. Se
centrifugd a 12.000 g durante 1 minuto.

Se descartd el fluido filtrado y se volvié a poner la columna en su tubo
de recogida.

Se afiadieron 600 pl de solucion de lavado a la columna. Se centrifugo
a12.000 g durante 1 minuto.

Se volvio a centrifugar a 12.000 g durante 1 minuto para eliminar
cualquier resto de la solucion de lavado.

Se coloco la columna en un tubo limpio de tipo eppendorf. Se eluyo el
ADN con 50 pl de la solucion de elucion, previamente calentada a
70°C. Se incub0 esta solucion caliente en la columna a temperatura
ambiente durante 1 minuto. Se centrifugd a 12.000 g durante 1
minuto.

Se recupero el filtrado en un eppendorf y se congel6 a -20°C.

Reaccion en cadena de la polimerasa

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, polymerase chain

reaction) (Mullis y cols.,, 1986) es una técnica que permite la
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amplificacion de un fragmento de ADN especifico mediante sintesis
enzimatica in vitro a partir de minimas cantidades de material de partida.
La técnica copia la doble cadena de ADN consiguiendo, por repeticion
del proceso, una amplificacion exponencial del material genético. Usa
dos oligonucledtidos sintéticos (complementarios a los extremos de la
secuencia diana y en sentido antiparalelo uno respecto a otro) como
cebadores o iniciadores (primers) de una reaccién de replicacion
catalizada por una ADN polimerasa termoestable. La amplificacion es el
resultado de la repeticion de una serie de ciclos compuestos de tres fases:
desnaturalizacion (ruptura, mediante la aplicacion de temperatura elevada
seguida de un enfriamiento rapido, de los puentes de hidrogeno que
mantienen la doble cadena de ADN dando lugar a dos cadenas sencillas
sobre las cuales pueda actuar la ADN polimerasa), hibridacion (se hace
descender la temperatura para que los primers puedan unirse
especificamente a las secuencias complementarias en el ADN diana) y
elongacion (la Tag-ADN polimerasa utiliza los dNTP presentes en el
medio para sintetizar la cadena complementaria a partir del cebador
hibridado con su secuencia diana en sentido 5 a 3’). Antes de comenzar
los ciclos se programa una fase de desnaturalizacion inicial larga con el
fin de asegurar que todo el ADN (fragmento diana y primers) quede en

forma monocatenaria, y después del altimo ciclo de PCR se suele realizar
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una elongaciéon final prolongada con el fin de terminar todas las
elongaciones parciales en curso.

Las nuevas cadenas de ADN, producidas en cada ciclo, sirven de
molde en el ciclo siguiente, por lo que la repeticion de un ciclo de PCR
produce una amplificacion exponencial del material de partida igual a 2",
siendo “n” el nimero de ciclos realizados.

Una vez finalizada la PCR la deteccion del producto amplificado
se realiza mediante electroforesis en gel de agarosa. Los fragmentos de
ADN se separan segun su tamario. El gel se tifie con bromuro de etidio,
que se une al ADN de cadena doble de forma inespecifica y se visualiza
con luz ultravioleta.

El kit Clinical Arrays® Papillomavirus Humano est4 disefiado
para realizar la amplificacion de un fragmento de la region L1 del VPH
mediante una PCR multiple.

Estas son reacciones en las que en un Gnico tubo de reaccion se
pueden amplificar simultdneamente distintas secuencias especificas, lo
cual implica que los reactivos mezclados y el programa utilizado sean
suficientes y adecuados para permitir la deteccion de cada diana y no
inhibir la de los demés. En el caso de los primers y el programa de
temperaturas utilizado es necesario tener en cuenta varias premisas:
escoger o disefiar oligonucledtidos que no interaccionen entre si, es decir,

que no formen oligbmeros; que tengan temperaturas de anillamiento
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similares; que cada pareja amplifique una Unica secuencia diana, y que
generen amplicones de tamafio suficientemente diferente como para
poder ser separados y diferenciados tras la amplificacion (Méndez-
Alvarez y Pérez-Roth, 2004).

El kit de amplificacion ya posee tubos convenientemente
preparados con la concentracion adecuada de sales, nucleétidos, primers
y ADN polimerasa necesarios para que se den las condiciones idoneas de
la PCR. Solo es necesario afiadir el ADN de la muestra que se desee
amplificar (en un volumen de 5 ul). El volumen de este tubo de reaccion
es de 45 pul, por lo que la PCR se realiza en un volumen final de 50 pl.

Cada tubo de reaccién contiene un plasmido modificado que se
usa como control interno, los primers necesarios para la amplificacion de
dicho plasmido y del ADN humano (son los mismos), asi como aquellos
que son necesarios para amplificar un fragmento de 450 pb de la region
L1 del virus, considerando todas las variaciones genéticas que
correspondan a cada genotipo. Todos estos primers se encuentran
marcados con biotina.

Para la amplificacion del ADN se siguid el siguiente
procedimiento:

e Se descongel6 el extraido de cada muestra y se mantuvo en hielo

durante todo el procedimiento.
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e Se descongel6 un tubo de reaccién por cada muestra a estudiar y se
mantuvo en hielo.
e Se centrifugaron unos segundos los tubos de reaccion para que todo el
liquido quedase en el fondo del tubo.
e Se afadieron 5 pl del extraido a los tubos de reaccion y se
resuspendieron varias veces con la micropipeta.
e Las condiciones empleadas en el termociclador (Eppendorf
Mastercycler Personal) fueron las siguientes:
95°C 9 minutos (desnaturalizacion inicial)
45 ciclos de:
94°C 0,5 minutos (desnaturalizacién)
55°C 1 minuto (hibridacién)
72°C 1,5 minuto (elongacion)

72°C 8 minutos (elongacién final prolongada)

Electroforesis en gel de agarosa

Se realizaron geles de agarosa al 2% en un tampon de Tris-
Borato-EDTA 0,5x (Tris 0,1 M; &cido borico 0,08 M; EDTA 0,1 mM)
con bromuro de etidio y en ellos se depositaron las muestras, tras lo cual
el gel se sometio a electroforesis a 90 V durante 30 minutos y se

visualiz6 mediante luz ultravioleta.
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Se utiliz6 como marcador de peso molecular el marcador VIII de
Roche (Roche Diagnostics, Espafia) (figura 9), que permite diferenciar

las tres bandas que se podrian detectar: 450, 892 'y 1202 pb.

Figura 8: Marcador de peso molecular VIII de Roche
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Lectura del producto amplificado mediante tecnologia AT
Dilucién de la solucién de lavado
Para cada 24 muestras, se afiadieron 3 ml de solucion TL (tampdn

de lavado) a 27 ml de agua destilada.

Desnaturalizacion
Previa a la hibridacion mediante el AT, los productos de

amplificacion se desnaturalizaron a 95°C durante 10 minutos. Tras este
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periodo los tubos se colocaron inmediatamente en un recipiente con

hielo.

Prelavado del tubo AT

Se afadieron 300 ul de tampon de lavado diluido a cada AT y se
invirtié el tubo 4 6 5 veces. Se desechd la solucién TL con vacio. Este
paso fue necesario para lavar los tubos antes de afnadir la muestra y se

debe dejar el tubo sin restos de la solucion de lavado.

Hibridacion

Se afiadieron 100 ul de solucidn de hibridacion (SH) a cada tubo
AT. Se afiadieron también 5 ul del producto de PCR desnaturalizado al
tubo AT y se resuspendieron varias veces para mezclarlos con la solucién
SH, con cuidado de no tocar el cristal. Se incubaron en agitacion en
termobloque durante 1 hora a 55°C y a 25 g. Tras esta incubacién se

deseché la solucion SH con vacio.

Lavado
Se afadieron 300 ul de tampon de lavado diluido a cada tubo AT
y se invirtieron los tubos de 5 a 10 veces. Se desechd la solucion TL con

vacio.
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Conjugado

Se centrifugd la solucion de conjugado (CJ) durante 10 segundos
antes de usarla. A continuacion se diluyé la solucion CJ mezclando en un
tubo 100 ul de diluyente del conjugado (DC) y 0,75 ul de solucion CJ
por cada AT.

Se afiadieron al tubo AT 100 ul de solucion CJ diluida, que
contiene la enzima estreptavididna-peroxidasa. Se incub6 en agitacion
durante 15 minutos a 30°C y a 550 rpm. Tras esta incubacion, se desechd

la solucion del tubo AT con vacio, rapidamente.

Lavado

Se realizaron dos lavados consecutivos, afiadiendo, en cada uno
de ellos 300 ul de tampdn de lavado diluido a cada tubo AT y se
invirtieron los tubos de 5 a 10 veces. Se desecho la solucion TL diluida
con vacio.

Es importante que no queden restos de solucion CJ ya que ésta
reaccionaria con la solucién de revelado (RE) dando lugar a una sefal

inespecifica.

Revelado
Tras eliminar todo el tampon de lavado, se afiadieron 100 ul de

solucion RE, que contiene el sustrato TMB, al tubo AT y se incubaron 10
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minutos a 25°C, sin agitacion. Se realizd este paso de forma seriada con

todos los tubos AT.

Lectura de resultados
Una vez finalizado el proceso de hibridacion se realizo la lectura
automatizada del microarray. El equipo de lectura y analisis (figura 10)

presentd un informe en el que se indicaron los resultados.

Figura 10: Lector de AT

1 GEMN=MICA
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Tras la lectura, se obtuvo una imagen del microarray (figura 11),

que fue interpretada por el propio equipo.

Figura 11: Visualizacién del microarray
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La imagen obtenida responde al siguiente patron de impresion de

sondas sobre el microarray:

R 70 71 72 73 81 82 83 84 85 89 R
51 52 53 54 56 58 59 61 62 66 68
R 18 26 31 33 35 39 40 42 43 44 45
81 82 83 84 85 89 Cl ADN 6 11 16
54 56 58 59 61 62 66 68 70 71 72 73
31 33 35 39 40 42 43 44 45 51 52 53
82 83 84 85 89 Cl ADN 6 11 16 18 26
56 58 59 61 62 66 68 70 71 72 73 81
39 40 42 43 44 45 51 52 53 54

R Cl ADN 6 11 16 18 26 31 33 35 R

R: Control de revelado. En estas posiciones hay colocadas sondas con biotina, por tanto, siempre que el
revelado se realice correctamente, estas localizaciones se revelan. Esto permite conocer adecuadamente cémo
se ha situado el array en la lectura. No detecta ninguin producto de PCR

Cl: Sondas para la deteccion del control interno de la PCR (1202 pb)

ADN: Sondas para la deteccién del ADN genémico de la muestra (892 pb)

En blanco: No hay sonda impresa

Como se observa, todos los genotipos van por triplicado

Segun este patrdn, en la figura 11 solo se detectaria la presencia
del control interno y del control de ADN genomico (ademas de los cinco
controles de revelado). No hay sefial positiva para ningin genotipo de

VPH.

Interpretacion de los resultados
La interpretacion de los resultados se realiza a través de un

software. La valoracion de positividad por parte de este software viene
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dada por la intensidad de la sefial emitida en la zona donde esta la sonda,
en relacion con el ruido de fondo que existe en el area local a esa sonda,
y en toda la placa en general.

El equipo proporciond una interpretacion de los resultados
obtenidos. Para ello gener6 una tabla en la que, ademas de los datos de
identificacion de la muestra, aparecen tres columnas (figura 12): en la
columna de la izquierda aparecen los genotipos de VPH que el sistema
puede detectar; en la del centro, si la deteccion en esa muestra ha sido
positiva 0 negativa para cada genotipo, y en la columna de la derecha

aparece la conformidad de los controles de ADN y de amplificacion.

Figura 12: Interpretacién de los resultados
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Las posibilidades quedan reflejadas en la tabla 6.

Tabla 6: Interpretacion de resultados

Genotipo Control interno ADN genomico Comentario

Positivo Positivo Positivo 1

Positivo Positivo Negativo

Positivo Negativo Positivo

Positivo Negativo Negativo

Negativo Positivo Positivo

Negativo Positivo Negativo

Negativo Negativo Positivo

Negativo Negativo Negativo

Comentario 1: La PCR ha funcionado correctamente y se ha
detectado el genotipo correspondiente.

Comentario 2: La PCR ha funcionado correctamente y se ha
detectado el genotipo correspondiente. La extraccion también ha
sido correcta puesto que se ha detectado el ADN del virus.
Comentario 3: La PCR ha funcionado correctamente y se ha
detectado el genotipo correspondiente. No se detecta el control
interno pero hay ADN de la extraccion.

Comentario 4: La PCR ha funcionado correctamente y se ha
detectado el genotipo correspondiente. Sabemos que hay ADN de
la muestra porque hay ADN del virus. En cualquier caso, descartar
contaminacion.

Comentario 5. La PCR ha funcionado correctamente pero no se ha

detectado ADN virico.
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e Comentario 6: La PCR ha funcionado correctamente pero no se ha
detectado ADN gendmico ni del virus. Puede que no se haya
hecho correctamente la extraccion.

e Comentario 7: La PCR ha funcionado correctamente puesto que ha
detectado ADN gendmico, pero no se ha detectado ADN del virus.
La extraccion ha sido correcta.

e Comentario 8: No hay ningun tipo de ADN en la muestra o la PCR

esta inhibida.

ANALISIS ESTADISTICO
Se uso la prueba T de Student para comparar los casos frente a los
controles en cuanto a la edad media de los pacientes, y para establecer la
relacion entre la edad y la infeccidn por VPH en ambos grupos.
Se utiliz6 la prueba Chi cuadrado de Pearson para establecer las
siguientes relaciones:
e Entre los casos:
v' Antecedente de tabaquismo e infeccion por VPH
v Antecedente de consumo de alcohol e infeccién por VPH
v Estadio tumoral e infeccién por VPH
v Grado histoldgico e infeccién por VPH
v" Tamafio del tumor e infeccién por VPH

v" Numero de lesiones tumorales e infeccién por VPH
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v

Categoria del tumor e infeccion por VPH

Estadio tumoral y antecedentes de tabaquismo

Estadio tumoral y antecedentes de consumo de alcohol
Grado histologico y antecedentes de tabaquismo

Grado histologico y antecedentes de consumo de alcohol
Tamarfio tumoral y antecedentes de tabaquismo

Tamarfio tumoral y antecedentes de consumo de alcohol

e Entre los controles:

v

v

Antecedente de tabaquismo e infeccién por VPH

Antecedente de consumo de alcohol e infeccién por VPH

e Comparacion entre casos y controles:

v

v

Relacion entre infeccion por VPH y grupo al que se pertenece
Relacion entre la distribucion de genotipos y grupo al que se
pertenece

Relacion entre antecedentes de tabaquismo y grupo al que se
pertenece

Relacion entre antecedentes de consumo alcoholico y grupo al
que se pertenece

Cuando no se cumplieron los criterios de validez de la prueba Chi

cuadrado de Pearson (tamafio muestral inferior a 50 o menos del 20% de

las casillas con una frecuencia esperada inferior a 5), se uso el test exacto

de Fisher para tablas 2x2.
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Resultados

DETECCION DEL VPH TRAS VISUALIZACION EN GEL

Tras la amplificacién de todas las muestras (casos y controles) vy,
posteriormente, la visualizacion mediante electroforesis en gel de
agarosa, se obtuvieron los resultados reflejados en las figuras 13 a 18. En
todas las muestras se amplifico el ADN gendmico (banda de 892 pb), a
excepcion de la muestra 14, donde, sin embargo, si amplifico
correctamente el control interno. En las muestras 6, 9, 14, 53 y 60

también se observé una banda de 450 pb.

Figura 13: Muestras 1 a 10
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De izquierda a derecha:
Marcador PM
Muestras 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9,y 10
Control negativo (agua): S6lo amplifica el control interno de la PCR
Marcador PM
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Figura 14: Muestras 11 a 23
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De izquierda a derecha:
Muestras 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 21, 22,y 23
Marcador PM

Figura 15: Muestras 24 a 39

De izquierda a derecha:
Marcador PM
Muestras 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,36 y 37
Dos controles negativos (agua): S6lo amplifica el control interno de la PCR
Muestras 38 y 39
Marcador PM
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Figura 16: Muestras 40 a 56

De izquierda a derecha:
Marcador PM
Control negativo (agua): Sélo amplifica el control interno de la PCR
Muestras 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55y 56
Marcador PM

Figura 17: Muestras 57 a 72

De izquierda a derecha:
Marcador PM

Muestras 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71y 72
Marcador PM
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Figura 18: Muestras 73 a 85

- -

De izquierda a derecha:
Marcador PM
Muestras 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83,84y 85
Dos controles negativos (agua): Sélo amplifica el control interno de la PCR
Marcador PM

DETECCION DEL VPH EN EL ARRAY EN TUBO

Tras la visualizacién del gel, a cada muestra se le realizo el
proceso de hibridacion especifica mediante la tecnologia de array en
tubo, con la finalidad de detectar la presencia del VPH y los genotipos
presentes. Los resultados obtenidos por esta técnica, en los casos y

controles, aparecen en la tabla 7.
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Resultados

Tabla 7: Genotipos detectados mediante array en tubo

Muestra

Tipo

Genotipos

51

52

Caso

Caso

Caso

Caso

Caso

Caso

Caso

Caso

OO |IN[O|O|B|WIN|F-

Caso

Caso

Caso

Control

Caso

Control

Caso

Caso

Caso

Caso

Caso

Caso

Caso

Caso

Caso

Caso

Caso

Caso

Caso

Caso

Control

Caso

Caso

Control

Caso

Caso

Caso

Caso

Caso

Caso

Control
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Tabla 7: Continuacion

Genotipos
51 52

Muestra Tipo

40 Control
41 Control
42 Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
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Resultados

En resumen, hubo 12 casos en los que se detectd el virus
(35,29%) (4 con genotipo 16, 2 con genotipo 52, 2 con genotipo 58, 3
con genotipo 82 y 1 con genotipos 61 y 82); y hubo 14 controles
positivos (27,45%) (4 con genotipo 16, 2 con genotipo 51, 1 con genotipo
52, 4 con genotipo 82, 1 con genotipos 16 y 35, 1 con genotipos 35y 82,

y 1 con genotipos 39y 82).

DETECCION DE CADA GENOTIPO
Genotipo 16
En la figura 19 se observa la imagen del array en tubo obtenida

por el sistema, y positiva para el genotipo 16.

Figura 19: Deteccion del genotipo 16
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Genotipo 35
En la figura 20 se observa la imagen del array en tubo obtenida

por el sistema, y positiva para el genotipo 35.

Figura 20: Deteccidn del genotipo 35
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Resultados

Genotipo 39
En la figura 21 se observa la imagen del array en tubo obtenida

por el sistema, y positiva para el genotipo 39.

Figura 21: Deteccidn del genotipo 39
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Genotipo 51
En la figura 22 se observa la imagen del array en tubo obtenida

por el sistema, y positiva para el genotipo 51.

Figura 22: Deteccidn del genotipo 51
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Resultados

Genotipo 52
En la figura 23 se observa la imagen del array en tubo obtenida

por el sistema, y positiva para el genotipo 52.

Figura 23: Deteccidn del genotipo 52
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Genotipo 58
En la figura 24 se observa la imagen del array en tubo obtenida

por el sistema, y positiva para el genotipo 58.

Figura 24: Deteccidn del genotipo 58
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Resultados

Genotipos 61y 82

En la figura 25 se observa la imagen del array en tubo obtenida

por el sistema, y positiva para los genotipos 61 y 82.

Figura 25: Deteccidn de los genotipos 61 y 82
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ANALISIS ESTADISTICO DE LOS CASOS

A continuacidn se exponen los resultados del andlisis estadistico
sobre la relacion de las distintas variables consideradas en los casos
(antecedentes de tabaquismo, antecedentes de consumo de alcohol, edad,
estadio tumoral, grado histologico, tamafio del tumor, nimero de lesiones

y categoria), entre si, y con la infeccién por VPH.

Relacion entre antecedente de tabaquismo e infeccion por VPH

En la figura 26 se refleja la distribucion, entre los casos, de
fumadores o ex-fumadores (antecedentes de tabaquismo) frente a no
fumadores (no antecedentes de tabaquismo), segun presentaron, 0 no,

infeccion por VPH.

Figura 26: Distribucion del antecedente de tabaquismo en los casos

91,7
6.4

—

=

-
|

Porcentaje

30 1 8.3

1] T 1
VPH positive VPHnegativo

OAntecedentes de tabaquisino B No antecedentes de tabagquismo
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Resultados

La tabla 8 relaciona, en los casos, el antecedente de tabagquismo

con la presencia o ausencia de infeccion por VPH.

Tabla 8: Antecedente de tabaquismo frente a infeccion por VPH en los casos

Variables No fumador Fumador

11
91,7%
19
86,4%
30
88,2%

VPH +

Tras realizar la prueba Chi cuadradro de Pearson, se comprobd
que la proporcion de fumadores o ex-fumadores entre los casos
infectados por VPH no fue significativamente distinta que entre los no

infectados (p=0,646).

Relacion entre antecedente de consumo de alcohol e infeccion por
VPH

En la figura 27 se refleja la distribucién, entre los casos, de
bebedores o ex-bebedores (consumo de alcohol) frente a no bebedores

(no consumo de alcohol), segun presentaron, o no, infeccién por VPH.

129




VPH y cancer vesical

Figura 27: Distribucion de consumo de alcohol en los casos

100 77.3

Porcentaje

(=]
=

.
tr
=
W

227

VPH positivo VPHnegativo

OConsumo de alcohol @No consumo de alcohol

La tabla 9 relaciona, en los casos, el antecedente de consumo de

alcohol con la presencia o ausencia de infeccion por VPH.

Tabla 9: Antecedente de consumo de alcohol frente a infeccién por VPH en los casos

Variables No bebedor Bebedor
5
41,7%
17
77,3%
22
64,7%

VPH +

Tras realizar la prueba Chi cuadradro de Pearson, se comprobd

que la proporcidn de bebedores o ex-bebedores entre los casos infectados
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Resultados

por VPH fue significativamente mayor que entre los no infectados

(p=0,038).

Relacion entre edad e infeccion por VPH
La tabla 10 relaciona la edad de los casos con la presencia o

ausencia de infeccion por VPH.

Tabla 10: Edad e infeccion por VPH

Variables Media de edad | Desviacion tipica

VPH + 67,1 13,81
VPH - 65,6 11,16

Tras realizar la prueba T de Student para la igualdad de medias, se
comprobd que la edad media de los casos infectados por VPH no fue

significativamente distinta a la de los no infectados (p=0,742).

Relacidon entre estadio tumoral e infeccion por VPH
En la figura 28 se refleja la distribucion, entre los casos, del
estadio tumoral (Tx, Ta, T1y T2), segln presentaron, o no, infeccién por

VPH.
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Figura 28: Distribucion del estadio tumoral en los casos
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La tabla 11 relaciona, en los casos, el estadio tumoral con la

presencia o ausencia de infeccion por VPH.

Tabla 11: Estadio tumoral frente a infeccién por VPH en los casos

Variables

TX
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Resultados

Tras realizar la prueba Chi cuadradro de Pearson, se comprobd
que la proporcion de cada uno de los estadios tumorales entre los casos
infectados por VPH no fue significativamente distinta que entre los no
infectados (p=0,952).

Como 6 casillas (75%) tuvieron una frecuencia esperada inferior a
5y el tamafio muestral fue inferior a 50, no se cumplieron los criterios de
validez de la Chi cuadradro de Pearson. Desglosando la tabla y
realizando un test exacto de Fisher para tablas 2x2, tampoco se encontro

significacion en ninguna de las comparaciones (p>0,05).

Relacion entre grado histoldgico e infeccion por VPH
En la figura 29 se refleja la distribucion, entre los casos, del grado
histologico del tumor (Gx, G1, G2 y G3), segun presentaron, 0 no,

infeccion por VPH.
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Figura 29: Distribucion del grado histolégico en los casos
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La tabla 12 relaciona, en los casos, el grado histoldgico del tumor

con la presencia o ausencia de infeccion por VPH.

Tabla 12: Grado histologico frente a infeccién por VPH en los casos

Variables

Gx

G1

G2

G3
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Resultados

Tras realizar la prueba Chi cuadradro de Pearson, se comprobd
que la proporcion de cada uno de los grados histologicos entre los casos
infectados por VPH no fue significativamente distinta que entre los no
infectados (p=0,463).

Como 5 casillas (62,5%) tuvieron una frecuencia esperada inferior
a 5y el tamafio muestral fue inferior a 50, no se cumplieron los criterios
de validez de la Chi cuadradro de Pearson. Desglosando la tabla y
realizando un test exacto de Fisher para tablas 2x2, tampoco se encontro

significacion en ninguna de las comparaciones (p>0,05).

Relacion entre tamafio del tumor e infecciéon por VPH
En la figura 30 se refleja la distribucion, entre los casos, del
tamafio macroscépico del tumor (pequefio, intermedio y grande), segun

presentaron, o no, infeccion por VPH.
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Figura 30: Distribucion del tamafio tumoral en los casos
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La tabla 13 relaciona, en los casos, el tamafio del tumor con la

presencia o ausencia de infeccion por VPH.

Tabla 13: Tamafio del tumor frente a infeccién por VPH

Variables

Pequefio

Intermedio

Grande

Total

Tras realizar la prueba Chi cuadradro de Pearson, se comprobd

que la proporcion de cada uno de los patrones de tamafio entre los casos
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infectados por VPH no fue significativamente distinta que entre los no
infectados (p=0,895).

Como 3 casillas (50%) tuvieron una frecuencia esperada inferior a
5y el tamafio muestral fue inferior a 50, no se cumplieron los criterios de
validez de la Chi cuadradro de Pearson. Desglosando la tabla y
realizando un test exacto de Fisher para tablas 2x2, tampoco se encontro

significacion en ninguna de las comparaciones (p>0,05).

Relacion entre el nUmero de lesiones tumorales e infeccion por VPH
En la figura 31 se refleja la distribucion, entre los casos, del
numero de lesiones macroscopicas del tumor (presencia de uno o

multiples focos), segun presentaron, o no, infeccion por VPH.

Figura 31: Distribucién del nimero de lesiones en los casos

100 7 63.6
20 7
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T0 1
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50 7
40
30
240
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La tabla 14 relaciona, en los casos, el nimero de lesiones

tumorales con la presencia o ausencia de infeccion por VPH.

Tabla 14: Multiplicidad frente a infeccion por VPH en los casos

Variables Lesién Unica Lesion mdltiple

7 5
58,3% 41,7
14 8
63,6% 36,4%
21 13
61,8% 38,2%

VPH +

Tras realizar la prueba Chi cuadradro de Pearson, se comprobd
que el nimero de localizaciones macroscopicas del tumor entre los casos
infectados por VPH no fue significativamente distinto que entre los no

infectados (p=0,761).

Relacion entre categoria del tumor e infeccion por VPH
En la figura 32 se refleja la distribucion, entre los casos, de la
categoria del tumor (tumor primario o recidiva tumoral), segun

presentaron, o no, infeccion por VPH.
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Figura 32: Distribucion de la categoria del tumor en los casos
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La tabla 15 relaciona, en los casos, la categoria del tumor con la

presencia o ausencia de infeccién por VPH.

Tabla 15: Categoria tumoral frente a infeccion por VPH en los casos

Variables

Primario

Recidiva

VPH +

7

5

58,3%

41,7%

14

8

63,6%

36,4%

21

13

61,8%

38,2%

Tras realizar la prueba Chi cuadradro de Pearson, se comprobd
que la frecuencia de tumores primarios o recidivas entre los casos
infectados por VPH no fue significativamente distinta que entre los no

infectados (p=0,761).
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Relacion entre estadio tumoral y antecedentes de tabaquismo
En la figura 33 se refleja la distribucién, entre los casos, del
estadio tumoral (Tx, Ta, T1y T2), segin presentaron, 0 no, antecedentes

de tabaquismo.

Figura 33: Distribucion del estadio tumoral segln el antecedente de tabaquismo
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La tabla 16 relaciona, en los casos, el estadio del tumor con el

antecedente de tabaquismo.
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Tabla 16: Estadio tumoral frente a antecedente de tabaquismo en los casos

Variables

No fumador

Fumador

Tx

0

3

0%

100%

1

4

20%

80%

2

17

10,5%

89,5%

1

6

14,3%

85,7%

4

30

88,2%

Tras realizar la prueba Chi cuadradro de Pearson, se comprobd

que la proporcion de cada uno de los estadios tumorales entre los casos

con antecedentes de tabaquismo no fue significativamente distinta que

entre los que no eran fumadores (p=0,850).

Como 6 casillas (75%) tuvieron una frecuencia esperada inferior a

5y el tamafio muestral fue inferior a 50, no se cumplieron los criterios de

validez de la Chi cuadradro de Pearson. Desglosando la tabla vy

realizando un test exacto de Fisher para tablas 2x2, tampoco se encontro

significacion en ninguna de las comparaciones (p>0,05).
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Relacion entre estadio tumoral y antecedentes de consumo de alcohol
En la figura 34 se refleja la distribucién, entre los casos, del
estadio tumoral (Tx, Ta, T1y T2), segin presentaron, 0 no, antecedentes

de consumo de alcohol.

Figura 34: Distribucion del estadio tumoral segln el antecedente de consumo de

alcohol
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La tabla 17 relaciona, en los casos, el estadio del tumor con el

antecedente de consumo de alcohol.
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Tabla 17: Estadio tumoral frente a antecedente de consumo alcohélico en los casos

Variables No bebedor Bebedor
2 1
66,7% 33,3%
3 2
60% 40%
14 5

Tx

73,7% 26,3%
3 4
42,9% 57,1%
22 12
64,7% 35,3%

Tras realizar la prueba Chi cuadradro de Pearson, se comprobd
que la proporcion de cada uno de los estadios tumorales entre los casos
con antecedentes de consumo de alcohol no fue significativamente
distinta que entre los que no eran consumidores (p=0,534).

Como 6 casillas (75%) tuvieron una frecuencia esperada inferior a
5y el tamafio muestral fue inferior a 50, no se cumplieron los criterios de
validez de la Chi cuadradro de Pearson. Desglosando la tabla vy
realizando un test exacto de Fisher para tablas 2x2, tampoco se encontro

significacion en ninguna de las comparaciones (p>0,05).
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Relacion entre grado histologico y antecedentes de tabaquismo
En la figura 35 se refleja la distribucién, entre los casos, del grado
histolégico del tumor (Gx, G1, G2 y G3), segun presentaron, 0 no,

antecedentes de tabaquismo.

Figura 35: Distribucion del grado histolégico segun el antecedente de tabaquismo
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La tabla 18 relaciona, en los casos, el grado histolégico del tumor

con el antecedente de tabaquismo.
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Tabla 18: Grado histoldgico frente a antecedente de tabaquismo en los casos

Variables No fumador Fumador

0 1
0% 100%
2 3
40% 60%
1 17
5,6% 94,4%
1 9
10% 90%
4 30
88,2%

Gx

G1

G2

G3

Tras realizar la prueba Chi cuadradro de Pearson, se comprobd
que la proporcion de cada uno de los grados histologicos entre los casos
con antecedentes de tabaquismo no fue significativamente distinta que
entre los que no eran fumadores (p=0,197).

Como 6 casillas (75%) tuvieron una frecuencia esperada inferior a
5y el tamafio muestral fue inferior a 50, no se cumplieron los criterios de
validez de la Chi cuadradro de Pearson. Desglosando la tabla vy
realizando un test exacto de Fisher para tablas 2x2, tampoco se encontro

significacion en ninguna de las comparaciones (p>0,05).
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Relacion entre grado histologico y antecedentes de consumo de
alcohol

En la figura 36 se refleja la distribucidn, entre los casos, del grado
histolégico del tumor (Gx, G1, G2 y G3), segun presentaron, 0 no,

antecedentes de consumo de alcohol.
Figura 36: Distribucion del grado histoldgico segun el antecedente de consumo de
alcohol
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La tabla 19 relaciona, en los casos, el grado histolégico del tumor

con el antecedente de consumo de alcohol.

146




Resultados

Tabla 19: Grado histologico frente a antecedente de consumo alcohélico en los casos

Variables No bebedor Bebedor
0 1
0% 100%
5 0
100% 0%
12 6
66,7% 33,3%
5 5
50% 50%
22 12
64,7% 35,3%

Gx

G1

G2

G3

Tras realizar la prueba Chi cuadradro de Pearson, se comprobd
que la proporcion de cada uno de los grados histologicos entre los casos
con antecedentes de consumo de alcohol no fue significativamente
distinta que entre los que no eran consumidores (p=0,136).

Como 3 casillas (37,5%) tuvieron una frecuencia esperada inferior
a 5y el tamafio muestral fue inferior a 50, no se cumplieron los criterios
de validez de la Chi cuadradro de Pearson. Desglosando la tabla y
realizando un test exacto de Fisher para tablas 2x2, tampoco se encontro

significacion en ninguna de las comparaciones (p>0,05).
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Relacion entre tamafio tumoral y antecedentes de tabaquismo
En la figura 37 se refleja la distribucién, entre los casos, del
tamafio macroscopico del tumor (pequefio, intermedio y grande), segin

presentaron, o no, antecedentes de tabaquismo.

Figura 37: Distribucion del tamafio tumoral segln el antecedente de tabaquismo
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La tabla 20 relaciona, en los casos, el tamafio del tumor con el

antecedente de tabaquismo.
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Tabla 20: Tamafio tumoral frente a antecedente de tabaquismo en los casos

Variables

No fumador

Fumador

Pequefio

3

9

25%

75%

Intermedio

0

7

0%

100%

Grande

1

14

6,7%

93,3%

Total

4

30

11,8%

88,2%

Tras realizar la prueba Chi cuadradro de Pearson, se comprobd

que la proporcién de cada uno de los tamafios tumorales entre los casos

con antecedentes de tabaquismo no fue significativamente distinta que

entre los que no eran fumadores (p=0,189).

Como 3 casillas (50%) tuvieron una frecuencia esperada inferior a

5y el tamafio muestral fue inferior a 50, no se cumplieron los criterios de

validez de la Chi cuadradro de Pearson. Desglosando la tabla y

realizando un test exacto de Fisher para tablas 2x2, tampoco se encontr6

significacion en ninguna de las comparaciones (p>0,05).
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Relacion entre tamafio tumoral y antecedentes de consumo de
alcohol

En la figura 38 se refleja la distribucién, entre los casos, del
tamafio macroscopico del tumor (pequefio, intermedio y grande), segln

presentaron, o no, antecedentes de consumo de alcohol.

Figura 38: Distribucion del tamafio tumoral segln el antecedente de consumo de

alcohol
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La tabla 21 relaciona, en los casos, el tamafio del tumor con el

antecedente de consumo de alcohol.
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Tabla 21: Tamafio tumoral frente a antecedente de consumo alcohélico en los casos

Variables No bebedor Bebedor
7 5
58,3% 41,7%
3 4
42,9% 57,1%
12 3
80% 20%
22 12
64,7% 35,3%

Pequefio

Intermedio

Grande

Total

Tras realizar la prueba Chi cuadradro de Pearson, se comprobd
que la proporcién de cada uno de los tamafios tumorales entre los casos
con antecedentes de consumo de alcohol no fue significativamente
distinta que entre los que no eran consumidores (p=0,201).

Como 3 casillas (50%) tuvieron una frecuencia esperada inferior a
5y el tamafio muestral fue inferior a 50, no se cumplieron los criterios de
validez de la Chi cuadradro de Pearson. Desglosando la tabla y
realizando un test exacto de Fisher para tablas 2x2, tampoco se encontr6

significacion en ninguna de las comparaciones (p>0,05).
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ANALISIS ESTADISTICO DE LOS CONTROLES

A continuacion se expondran los resultados del analisis
estadistico sobre la relacion de las distintas variables consideradas en los
controles (antecedentes de tabaquismo, antecedentes de consumo de

alcohol y edad), y la infeccion por VPH.

Relacion entre antecedente de tabaquismo e infeccion por VPH

En la figura 39 se refleja la distribucién, entre los controles, de
fumadores o ex-fumadores (antecedentes de tabaquismo) frente a no
fumadores (no antecedentes de tabaquismo), segun presentaron, 0 no,

infeccion por VPH.

Figura 39: Distribucion del antecedente de tabaquismo en los controles

—
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OAntecedentes de tabaquismo BNoantecedentes de tabaquisino

La tabla 22 relaciona, en los controles, el antecedente de
tabagquismo con la presencia o ausencia de infeccion por VPH.

152




Resultados

Tabla 22: Antecedente de tabaquismo frente a infeccién por VPH en los controles

Variables No fumador

Fumador

9

5

HPV +
64,3%

35,7%

14

23

37,8%

62,2%

23

28

45,1%

54,9%

Tras realizar la prueba Chi cuadradro de Pearson, se comprobd

que la proporcion de fumadores o ex-fumadores entre los controles

infectados por VPH no fue significativamente distinta que entre los no

infectados (p=0,090).

Relacion entre antecedente de consumo de alcohol e infeccion por

VPH

En la figura 40 se refleja la distribucidn, entre los controles, de

bebedores o ex-bebedores (consumo de alcohol) frente a no bebedores

(no consumo de alcohol), segln presentaron, o no, infeccion por VPH.
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Figura 40: Distribucién de consumo de alcohol en los controles
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La tabla 23 relaciona, en los controles, el antecedente de consumo

de alcohol con la presencia o ausencia de infeccion por VPH.

Tabla 23: Antecedente de consumo de alcohol frente a infeccién por VPH en los

controles

Variables

No bebedor

Bebedor

HPV +

11

3

78,6%

21,4%

27

10

73%

27%

38

13

74,5%

25,5%

Tras realizar la prueba Chi cuadradro de Pearson, se comprobd

que la proporcion de bebedores o ex-bebedores entre los controles
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infectados por VPH no fue significativamente distinta que entre los no

infectados (p=0,682).

Relacion entre edad e infeccion por VPH
La tabla 24 relaciona la edad de los controles con la presencia o

ausencia de infeccion por VPH.

Tabla 24: Edad e infeccion por VPH

Variables Desviacion tipica

HPV + 6,21
HPV - 6,46

Tras realizar la prueba T de Student para la igualdad de medias, se
comprobd que la edad media de los controles infectados por VPH no fue

significativamente distinta a la de los no infectados (p=0,853).

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS CASOS FRENTE A LOS
CONTROLES

Por ultimo se expondrédn los resultados del andlisis estadistico
sobre la relacion de las distintas variables consideradas (infeccion por
VPH, distribucion de genotipos, antecedentes de tabaquismo,
antecedentes de consumo de alcohol y edad), y la pertenencia al grupo de

casos o controles.
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Relacién entre infeccion por VPH y grupo al que se pertenece
En la figura 41 se refleja la distribucion de la presencia, o no, de

infeccion por VPH en los casos y controles.

Figura 41: Distribucion de la infeccién por VPH en casos y controles
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La tabla 25 relaciona la infeccion por VPH con la pertenencia al

grupo de casos o controles.

Tabla 25: Infeccion por VPH y pertenencia al grupo

Variables

Casos

Controles

Total
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Tras realizar la prueba Chi cuadradro de Pearson, se comprobd
que la proporcion de infeccion por VPH no fue significativamente

distinta entre casos y controles (p=0,442).

Relacion entre la distribucion de genotipos y grupo al que se
pertenece
La figura 42 refleja la frecuencia de aparicién de cada uno de los

genotipos detectados mediante el array en tubo en ambos grupos de

muestras.
Figura 42: Frecuencia de deteccion de cada genotipo
= 4 1
£
]
z
=
3 -
2 -
0 I I I I
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OCasos @ Controles
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La tabla 26 relaciona

la distribucion de

pertenencia al grupo de casos o controles.

Tabla 26: Genotipo expresado y pertenencia al grupo

Genotipo

Controles

Ausencia de
infeccion

37

68,4%

genotipos con la

5
9,3%
2
3,7%
1
1,9%
2
3,7%
1
1,9%
0
0%
0
0%
6
11,1%
54
100%

16

35

39

51

*Los casos y controles que presentan coinfeccion por dos genotipos se han considerado por separado (como
dos muestras)

Tras realizar la prueba Chi cuadradro de Pearson, se comprobd
que la distribucion de genotipos no fue significativamente distinta entre

casos y controles (p=0,234).
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Como 14 casillas (77,8%) tuvieron una frecuencia esperada
inferior a 5 y el tamafio muestral fue inferior a 50, no se cumplieron los
criterios de validez de la Chi cuadradro de Pearson. Desglosando la tabla
y realizando un test exacto de Fisher para tablas 2x2, tampoco se

encontro significacion en ninguna de las comparaciones (p>0,05).

Relacion entre antecedentes de tabaquismo y grupo al que se
pertenece

En la figura 43 se refleja la distribucion de fumadores o ex-
fumadores (antecedentes de tabaquismo) frente a no fumadores (no
antecedentes de tabaquismo), segun pertenecieron al grupo de casos o de

controles.

Figura 43: Distribucion del antecedente de tabaquismo en casos y controles
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La tabla 27 relaciona el antecedente de tabaquismo con la

pertenencia al grupo de casos o controles.

Tabla 27: Antecedente de tabaquismo y pertenencia al grupo

Variables No fumador Fumador

4 30
11,8% 88,2%
23 28
45,1% 54,9%
27 58
31,8% 68,2%

Casos

Controles

Total

Tras realizar la prueba Chi cuadradro de Pearson, se comprobd
que la proporcion de fumadores o ex-fumadores entre los casos fue

significativamente mayor que entre los controles (p=0,001).

Relacion entre antecedentes de consumo alcoholico y grupo al que se
pertenece

En la figura 44 se refleja la distribucién de bebedores o ex-
bebedores (consumo de alcohol) frente a no bebedores (no consumo de

alcohol), segln pertenecieron al grupo de casos o de controles.
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Figura 44: Distribucién del antecedente de consumo de alcohol en casos y controles
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La tabla 28 relaciona el antecedente de alcoholismo con la

pertenencia al grupo de casos o controles.

Tabla 28: Antecedente de alcoholismo y pertenencia al grupo

Variables No bebedor Bebedor
22 12
64,7% 35,3%
38 13
74,5% 25,5%
60 25
70,6% 29,4%

Casos

Controles

Total

Tras realizar la prueba Chi cuadradro de Pearson, se comprobd
que, para el consumo de alcohol no hubo diferencias significativas entre

casos y controles (p=0,331).
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Relacion entre edad y grupo al que se pertenece
La tabla 29 relaciona la edad con la pertenencia al grupo de casos

o controles.

Tabla 29: Edad y pertenencia al grupo

Variables Desviacidn tipica

Casos 11,97
Controles 6,34

Tras realizar la prueba T de Student para la igualdad de medias, se
comprobd que la edad media de los casos fue significativamente menor

que la de los controles (p=0,048).
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ANALISIS DE ESTUDIOS PREVIOS SOBRE LA RELACION
ENTRE LA INFECCION POR VPH Y EL CANCER DE VEJIGA

Hasta la fecha, los mecanismos asociados a la iniciacion y
progresion del carcinoma de vejiga, asi como los posibles factores de
riesgo que puedan estar implicados, han sido motivo de diversos
estudios. Sin embargo, no han sido muchos los trabajos recientes que han
encontrado una asociacion entre la infeccion por el VPH y el riesgo
incrementado para el desarrollo de dicha neoplasia. Esta posible relacién
se basaria en el tropismo epitelial del VPH y la proximidad anatomica de
las zonas urologica y genital.

En este sentido, nuestro grupo de estudio publico, en el afio 2006
(Gutiérrez y cols., 2006), un meta-analisis sobre 44 articulos, publicados
entre noviembre de 1987 y febrero de 2005, que analizaban la relacion
entre el cancer vesical y la infeccion por VPH (tablas 30 y 31). De ellos,
en 41 estudios se investigd la presencia del ADN del virus, y en 7, la
infeccion se investigd mediante la deteccion del antigeno viral o los
anticuerpos (en 4 de los trabajos la presencia del VPH se determin6

usando ambos procedimientos).

Estudios basados en la deteccion del ADN del VPH
En la tabla 30 se muestran los resultados obtenidos en los 41

estudios en los que se realizd deteccion del ADN del VPH, el material
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empleado (en la mayor parte fueron biopsias de carcinomas de células
transicionales) y la metodologia utilizada (Gutiérrez y cols., 2006).

En la mayoria de los casos se empled, entre otros, el método de
PCR, aungue soOlo en 14 estudios utilizaron un control interno de
extraccion y amplificacion genética mediante el gen de la beta-globina; y
solo 8 emplearon biopsia de tejido congelada. Esto no excluye la
utilizacion, por algunos autores (Chang y cols., 1994; Kamel y cols.,
1995; Sur y cols., 2001, Yang y cols., 2005; Youshya y cols., 2005), de
controles internos de amplificacion, muy concretos, que aumentan la
especificidad de los ensayos. Las regiones amplificadas fueron también
diferentes y se informo del genotipo detectado (en la mayoria de los
estudios correspondieron a los genotipos 16 6 18).

Estos estudios encontraron una prevalencia de infeccion por el
VPH que oscild entre el 0% y el 100%. El anélisis de homogeneidad
entre estudios mostro un resultado significativo con Qexp=723,3; 38 g.l.,
lo que indicaba que no todos los estudios tuvieron estimaciones
aproximadamente iguales. La estimacion puntual conjunta de la
prevalencia de la infeccion fue del 16% (ICgs0: 12,8-19,1). Para excluir
si la causa de la importante heterogeneidad fue el empleo de la PCR,
Gutiérrez y cols. (2006) repitieron el analisis anterior diferenciando los
29 estudios que emplearon la PCR (estimacion de la prevalencia del

15,3%, 1Cgs0: 11,7-18,9), de los 12 que no la usaron (estimacion de la
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prevalencia del 18,2%, 1Cgs0: 10,3-26,1). Por lo tanto, que los analisis se
hubieran hecho o no con PCR, no dio lugar a prevalencias
significativamente diferentes, y, por tanto, no parece que ésta fuera la
causa de la heterogeneidad importante entre los estudios.

La determinacion de la medida conjunta de la asociacion entre la
presencia del virus y la enfermedad se hizo, primero, con los estudios que
presentaban casos y controles bien definidos, y luego, por separado, para
los que, de éstos, incluian pruebas con PCR y sin PCR.

Hubo un total de 13 articulos que contenian casos y controles bien
definidos, obteniéndose, en la prueba de heterogeneidad, una Qexp=13,2;
12 g.l., con un resultado no significativo, lo que informa de un
importante parecido, con escasa dispersion de los resultados y sin
discrepancia entre ellos, en términos de Odds Ratio (OR). Realizada la
estimacion conjunta de la OR, se obtuvo un valor de 2,31 (ICgse: 1,31-
4,07), con una asociacion clara y fuerte entre el carcinoma vesical y la
exposicion al virus, determinada mediante la investigacion del ADN. En
la figura 45 se reflejan cada uno de los estudios, con su OR estimada, su
intervalo de confianza y el peso asignado en la estimacion conjunta. El
sesgo de publicacion no fue significativo, lo que sugiere que, de existir,
no fue importante (Gutiérrez y cols., 2006).

Considerando los 10 estudios, con casos y controles bien

definidos, que emplearon la técnica de PCR, se encontrd una estimacion
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conjunta de la OR de 2,67 (ICgs0: 1,54-4,61) y sin que existieran
diferencias significativas entre los estudios, con Qep=8,0; 9 g.l. (figura
46). Por el contrario, para el caso de los 3 estudios que no usaron la PCR,
la estimacion puntual fue de 0,7 (ICgs%: 0,13-3,90) y sin que existieran
diferencias significativas entre los estudios, con Qep=2,4; 2 g.l. (figura
47). Los resultados obtenidos no permitieronn decir que ambas
estimaciones (con PCR y sin PCR) fuesen significativamente distintas, si
bien se observo que cuando no se uso la PCR, la estimacion fue bastante
inferior. Tampoco se pudo afirmar que hubiera sesgo de publicacion en

estos estudios (Gutiérrez y cols., 2006).

168




Discusioén

Tabla 30: Estudios basados en la deteccién del ADN del virus del papiloma humano (tomado de Gutiérrez y cols., 2006)

Estudio

N° casos positivos (FE)
/ Total de casos (TH)

N° controles positivos (%0)
/ Total de controles

Tejido

Pruebas para la
deteccion de ADN

Genotipo estudiado
(regién del genoma)

Deteccion del
gen B-globina

Agliano y cols., 1994

23% (50)
/ 46 (CCT)

0
/10 (vejiga sana)

Fijado

PCR selectiva +
Dot-blot H.

16, 18
(E6)

Si

Anwar y cols., 1992

39 (81,3)
/ 48 (46 CCT, 2 CCS)

7(33)
/ 21 (vejiga sana)

Fijado

PCR + Dot-blot H.
+ SB-H.

6,11, 16, 18, 33
(E6)

Aynaud y cols., 1998

0(0,9)
/57 CCT

1 tipo 6 (100)
/1 (condiloma vesical)

Congelado

SB-H.; PCR + Dot-
blot H.

6, 11, 16, 18, 31, 33,
35, 39, 42
(L1, E1, E2, E6)

Boucher y cols., 1996

0(0,9)
/55 (54 CCT, 1 CCS)

0
/0

Fijado

Dot-Blot H.

6,11, 16
(no se indica)

Bryanty cols., 1991

12° (13)
/92 (66 CCTprf., 10
CCTsup., 2 mixtos, 3
CCS,4 AD, 7Cl)

0
/ 8 (3 displasia, 5 tum.
benigno)

Fijado

Hibridacion in situ

6,11, 16, 18
(no se indica)

Chany cols., 1997

13 tipo 18 (65)
/20 CCT

7 (70)
/10 (papiloma invertido)

Fijado

PCR + Dot-blot H.

6,11, 16, 18, 31, 33
(E6)

Chang y cols., 1994

0(0,5)
/108 CCT

Fijado

PCR + SB-H.

6,11, 16, 18, 31, 33
35, 39, 40, 45, 51, 59
(L1)

Chetsanga y cols., 1992

1 tipo 16 (2,3)
/44 CCT
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Tabla 30: Continuacién

Estudio

N° casos positivos (FE)
/ Total de casos (TH)

N° controles positivos (%0)
/ Total de controles

Tejido

Pruebas para la
deteccion de ADN

Genotipo estudiado
(regién del genoma)

Deteccion del
gen B-globina

Cooper y cols., 1997

0(L9)
/25 CCS

/0

No se indica

Hibridacioén in situ
+PCR

6,11, 16, 18, 31, 33
(E6)

Si

De Gaetani y cols.,
1999

17° (39,5)
/43 CCT

0
/0

Fijado

PCR + RFLP

Genérico
(L1)

Fioriti y cols., 2003

1tipo 6 (3,1)
/ 32 (no se indica)

0
/ 20 (vejiga sana)

No se indica

Hibridacion in situ

16, 18, 33
(no se indica)

Furihata y cols., 1993

28° (31,1)
/90 CCT

0
/0

Fijado

Hibridacion in situ

6/11, 16/18, 31/33/35
(no se indica)

Gazzaniga y cols., 1998

16° (45,7)
/35CCT

0
/10 (vejiga sana)

Congelado

PCR + Dot-Blot H.

16, 18
(no se indica)

Gopalkrishnay cols.,
1995

3 tipo 16 (30)
/10 CCT

No se indica

Hibridacion in situ
+ PCR

16
(region reguladora
upstream)

Kamel y cols., 1995

279 (57,4)
/ 47 (40 CCT, 7 CCS)

Fijado

Hibridacion in situ

6, 11, 16, 18, 31, 33
(no se indica)

Kerley y cols., 1991

1 tipo 11 (4,5)
/22 (18 CCT,3CCS, 1
AD)

0
/'5 (vejiga sana)

Fijado
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Tabla 30: Continuacién

Estudio

N° casos positivos (FE)

/ Total de casos (TH)

N° controles positivos (%0)
/ Total de controles

Tejido

Pruebas para la
deteccion de ADN

Genotipo estudiado
(regién del genoma)

Deteccion del
gen B-globina

Khaled y cols., 2001

23 (46)
/50 (23 CCS, 22 CCT
3 AD, 7 Cl)

/0

Fijado

Hibridacion in situ

16, 18
(no se indica)

Khaled y cols., 2003

487 (48,5)
/99 (no se indica)

Congelado

PCR general + PCR
selectiva

6,11, 16, 18, 33
(L1)

Kitamuray cols., 1988

1 tipo 16 (10)
/10 (9 CCT, 1 AD)

No se indica

PCR + Dot-blot H.

1,2,6,11, 16,18
(no se indica)

Knowles, 1992

0(0,4)

/120 (100 CCT, 6 Cl in

situ, 2 AD, 1 CCS, 11
cl)

0
/ 3 (cistitis)

Congelado

PCR + SB-H.

6,8, 11, 16, 18, 33
(L1, E1)

LaRuey cols., 1995

28 tipos 11y 16 (39,4)
/71 (no se especifica)

0
/ 8 (vejiga sana)

Congelado

PCR + H. in-situ

6, 11, 16, 18, 31, 33,
35
(no se indica)

L6pez-Beltran y cols.,

1996a

12 tipos 16 y 18 (15,8)
/76 CCT

Fijado

Hibridacion in situ

6/11, 16/18, 31/33/35
(no se indica)

L6pez-Beltran y cols.,
1996b

7 tipos 16 y 18 (9,2)
/76 CCT

Fijado

PCR + SB-H.

6,11, 16, 18
(L1, E5, E6)

Lépez-Beltrany cols.,

1995

11 tipos 16 y 18 (14,5)
/76 CCT
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Tabla 30: Continuacién

Estudio

N° casos positivos (FE)
/ Total de casos (TH)

N° controles positivos (%0)

/ Total de controles Tejido

Pruebas para la
deteccion de ADN

Genotipo estudiado
(regién del genoma)

Deteccion del
gen B-globina

Luy cols., 1997

0(16)
/31 (22 CCT, 4AD, 5
cCs)

0 ..
/0 Fijado

Hibridacion in situ

16, 18
(no se indica)

Ludwig y cols., 1996

6 tipo 6b (26,1)
/23 (21 CCT,1AD, 1
CCS)

3 tipo 6b (7,3)
/41 (32 vejiga sana, 9
cistitis cronica)

No se indica

PCR + RFLP

6b, 11, 16, 18
(L1)

Maloney y cols., 1994

1 tipo 18 (2,4)
/42 (22 CCS, 20 CCT)

0 -
/0 No se indica

PCR selectiva

6b, 11, 13, 16, 18, 31,

32,33, 35, 45, 51
(L1, E6)

Mincione y cols., 1994

1 tipo 31-33-51 (5,6)
/18 (CCT)

Fijado

Hibridacion in situ

6/11, 16/18, 31/33/51

(no se indica)

Mvulay cols., 1996

1 tipo 16 (2,8)
/36 (34 CCT, 2 CCS)

Fijado

PCR selectiva

6,11, 16, 18, 31, 33
42,52, 58
(L1, E7)

Noel y cols., 1994a

2 tipo 16 (100)
/2 (CCT)

0

/ 2 (vejiga sana) Fijado

PCR selectiva

6b, 11, 16, 18
(E7)

Saltzstein y cols., 1993

0(1,5)
/33 (CCT)

0 -
/0 No se indica

PCR + SB-H.

6,11, 16, 18, 31, 33
(L1, E1)

Shibutani y cols., 1992

4" (19)
/21 (20 CCT, 1 CCS)

2% (100)
/2 (1 displasia, 1 tejido
inflamatorio)

No se indica
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Tabla 30: Continuacién

Estudio

N° casos positivos (FE)
/ Total de casos (TH)

N° controles positivos (%0)

/ Total de controles Tejido

Pruebas para la
deteccion de ADN

Genotipo estudiado
(regién del genoma)

Deteccion del
gen B-globina

Simoneau y cols., 1999

16' (8,6)
/187 CCT

0

/0 Congelado

PCR + SB-H / Dot-
blot H.

6,11, 16, 18, 33
(L1)

Smetana y cols., 1995

20 (33,9)
/59 (CCT)

2(4,9)
/ 41 (tejido no tumoral de
caso)

Fijado

H. in-situ + PCR

6/11, 16/18
(E1)

Sury cols., 2001

1(1,6)
/64 CCT

0

/0 No se indica

PCR + H. in-situ

6,11, 16, 18, 31, 33
(L1)

Tekin y cols., 1999

1tipo 16 (4,8)
/42 (CCT)

0

/10 (vejiga sana) No se indica

PCR selectiva

16, 18
(L1)

Tenti y cols., 1996

26 tipos 16 'y 18 (32,9)
/79 CCT

Fijado

PCR + SB-H

6,11, 16, 18, 33
(E6, E7)

Westenend y cols., 2001

0(2,9)
/16 (CCS)

Fijado

Hibridacion in situ

6/11, 16/18, 31/33/51
(no se indica)

Wilczynski y cols., 1993

1 tipo 6 (4,5)
/22 (CCS)

Congelado

PCR + SB-H.

6,11, 16, 18
(L1, E7)

Yang y cols., 2005

24 tipo 16 (100)
/ 24 (no se indica)

No se indica

173

MassARRAY

16, 18
(E7)




VPH y cancer vesical

Tabla 30: Continuacién

Estudio N° casos positivos (FE) | N° controles positivos (%6) Pruebas para la Genotipo estudiado | Deteccion del
/ Total de casos (TH) / Total de controles deteccion de ADN (region del genoma) | gen B-globina

0(0,6) Genérico
Youshya y cols. 2005 /78 (CCT) /0 PCR (L1)

FE: frecuencia estimada; TH: tipo histoldgico; %: porcentaje
CCT: carcinoma de células transicionales; CCS: carcinoma de células escamosas; AD: adenocarcinoma; Cl: carcinoma indiferenciado

prf: profundo; sup: superficial; mixto: profundo/superficial
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; SB: southern blot; H.: hibridacion; RFLP: restriction fragment length polymorphisms

¢?:no se indica
% 11 tipo 16, 5 tipo 18, 7 tipo 16/18; °: tipo 16/18; ©: tipo 16, 18, 33; : 1 tipo 6/11, 6 tipo 16/18, 10 tipo 31/33/35; ° 8 tipo 16, 8 tipo 18; : 31 tipo 16, 9 tipo 18, 3 tipo 6/11, 5 tipo 16/18; %19
tipo 31, 16 tipo 18, 13 tipo 33, 10 tipo 16, 10 tipo 11, 13 tipo 6; ™ 2 tipo 6/11, 1 tipo 16/18, 1 tipo 31/33; : 9 tipo 16, 1 tipo 11, 4 tipo 6, 4 tipo 18;: 1 tipo 16, 6 tipo 18; * 1 tipo 6/11, 1 tipo

16/18
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Figura 45: Relacién de los 13 estudios empleados para realizar la medida conjunta de
la asociacién entre la infeccidn por el VPH y la presencia de la enfermedad, con su OR
estimada, su intervalo de confianza y el peso asignado en la estimacion conjunta

(tomado de Gutiérrez y cols., 2006)

Odds ratio

Study — (95% Cl) % Weight
Agliano et al., 1994 ; - 10.61 (0.60,189.08) 3.7
Anwar et al., 1092 . 2.44(0.94,6.33) 25.0
Bryant et al., 1991 . 2.30(0.12,42.28) 36
Chan et al., 1997 - 0.93 (0.28,3.06) 17.9
Fioriti et al., 2003 - 1.89 (0.07,48.71) 2.9
Gazzaniga et al., 1998 - 9.76 (0.54,176.77) 37
literis et al., 1999 - 1.24 (0.06,27.71) 32
Kerley et al., 1091 -l 0.73 (0.03,20.56) 2.8
LaRue et al., 1995 L = 6.78 (0.38,121.32) 3.7
Ludwing et al., 1996 NI 3.57 (0.81,15.61) 126
Noel et al., 1094 | u 5.00 (0.15,166.59) 25
Shibutani et al., 1992 S I 0.19(0.02,1.78) 6.0
Smetana et al., 1995 e 6.95 (1.54,31.37) 12.2
Overall (95% Cl) — 2.31 (1.31,4.07)

| | |
.005289 1 189.076
Odds ratio
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Figura 46: Relacion de los 10 estudios que utilizan la PCR, empleados para realizar la
medida conjunta de la asociacion entre la infeccion por el VPH y la presencia de la
enfermedad, con su OR estimada, su intervalo de confianza y el peso asignado en la
estimacidn conjunta (tomado de Gutiérrez y cols., 2006)

Odds ratio
Study  — (95% Cl) % Weight
Agliano et al., 1994 ; = 10.61 (0.60,189.08) 36
Anwar et al., 1992 . 2.44 (0.94,6.33) 32.9
Chan et al., 1997 B 0.93 (0.28,3.06) 211
Gazzaniga et al., 1998 ; - 9.76 (0.54,176.77) 3.6
Iiteris et al., 1999 = 1.24 (0.06,27.71) 3.1
Kerley et al., 1991 = 0.73 (0.03,20.56) 2.7
LaRue et al., 1995 : - 6.78 (0.38,121.32) 3.6
Ludwing et al., 1996 ,+ 3.57 (0.81,15.61) 13.7
Noel et al., 1994 - 5.00 (0.15,166.59) 2.4
Smetana et al., 1995 + 6.95 (1.54,31.37) 13.2
Overall (95% Cl) <> 2.67 (1.54,4.61)
| [ I
.005289 1 189.076

Odds ratio
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Figura 47: Relacién de los 3 estudios que no utilizan la PCR, empleados para realizar
la medida conjunta de la asociacion entre la infeccion por el VPH y la presencia de la
enfermedad, con su OR estimada, su intervalo de confianza y el peso asignado en la
estimacién conjunta (tomado de Gutiérrez y cols., 2006)

Odds ratio

Study — (95% Cl) % Weight
Bryant et al., 1991 , . 2.30 (0.12,42.28) 29.7
Fioriti et al., 2003 . 1.89 (0.07,48.71) 24.6
Shibutani et al., 1992 . 0.19 (0.02,1.78) 458
Overall (95% Cl) <:> 0.70 (0.13,3.90)

| | |
.020427 1 48.9541

Odds ratio
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Estudios no basados en la deteccion del ADN del VPH

En la tabla 31 se muestran los resultados obtenidos en los 7
estudios no basados en la deteccion del ADN del VPH (5 investigaron la
presencia del antigeno de la céapside del virus y 2 determinaron los
anticuerpos en suero mediante la técnica de western-blot), el material
empleado y la metodologia utilizada (Gutiérrez y cols., 2006).

La prevalencia de la infeccion oscilé entre un 14% y un 60%. El
estudio de homogeneidad entre los trabajos mostr6 un resultado
significativo, con Qexp=71,6; 6 .., es decir, éstos estudios no mostraron
estimaciones aproximadamente iguales, lo que indicaba una importante
dispersion de los resultados obtenidos entre los estudios. La estimacion
puntual conjunta de la prevalencia de infeccion por el virus, a través de la
deteccion del antigeno o los anticuerpos, fue del 32,4% (ICgs0: 17,0-

47,8).
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Tabla 31: Estudios basados en la deteccién de antigenos y anticuerpos frente al VPH (tomado de Gutiérrez y cols., 2006)

Autores

N° casos positivos (FE)
/ Total de casos (TH)

N° controles positivos (%6)
/ Total de controles

Tejido

Prueba
(gen empleado)

Bryant y cols., 1987

7(14)
/50 (16 CCS, 2 CCT sup., 32
CCT prf)

/0

Fijado

IPO con Ac anti-capside

Lépez-Beltrany cols.,
1996a

25 (3,.9)
/76 CCT

0
/0

Fijado

IPO con Ac anti-capside

Ludwig y cols., 1996

5° (21,7)
/23 (21 CCT, 1 AD, 1 CCS)

2°(4,9)
/41 (32 vejiga sana, 9 cistitis
cronica)

Emplea suero

Western Blot con Ag de tipos 6b (L1, L2),

16 (L2, E4, E7) y 18 (L2, E7)

Mantovani y cols., 1994

27 (60)
/45 CCT

28 (23,1)
/121 (75 vejiga sana, 46 lesion no
neoplésica)

Emplea suero

ELISA y Western Blot con Ag de género

Roussel y cols., 1991

1(16,7)
/6 CCT

0
/0

No se indica

IPO con Ac anti-capside

Smetana y cols., 1995

19 (17,3)
/110 CCT

0
/ 41 (tejido no tumoral de los casos)

Fijado

IPO con Ac anti-capside

Youshya y cols., 2005

47 (60,2)
/78 CCT

FE: frecuencia estimada; TH: tipo histolégico; %: porcentaje
CCT: carcinoma de células transicionales; CCS: carcinoma de células escamosas; AD: adenocarcinoma

prf: profundo; sup: superficial

Ac: anticuerpo; Ag: antigeno; IPO: inmunoperoxidasa
21 con Ac anti-VPH 16, 1 con Ac anti-VPH 6b, 1 con Ac anti-VPH 16/18 y 2 con Acs anti-VPH 18; ®: 1 con Ac anti-VPH 18y 1 con Ac anti-VPH 16

/0
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La determinacién de la medida conjunta de la asociacion entre la
presencia del virus y la enfermedad se hizo para todos los estudios que
presentaban casos y controles bien definidos. Asi, solo se dispuso de 3 de
los 7 trabajos, con una prueba de heterogeneidad no significativa, con
Qexp=1,8; 2 g.l., que indicaba un importante parecido entre los estudios, y
sin discrepancia entre ellos en términos de las OR. La estimacion
conjunta de la OR mostré un valor de 2,96 (ICgse: 1,66-5,29). En la
figura 48 se reflejan los estudios, con su OR estimada, su intervalo de

confianza y el peso asignado en la estimacion conjunta.

Figura 48: Relacién de los 3 estudios que no detectan el ADN, empleados para realizar
la medida conjunta de la asociacién entre la infeccion por el VPH y la presencia de la
enfermedad, con su OR estimada, su intervalo de confianza y el peso asignado en la
estimacién conjunta (tomado de Gutiérrez y cols., 2006)

QOdds ratio

Study — (95% CI) % Weight
Ludwing et al., 1996 —— 4.46 (0.80,24.82) 11.4
Mantovani et al., 1994 . 2.59 (1.38,4.87) 84.5
Smetana et al., 1995 - 14.65 (0.86,248.13) 4.2
Overall (95% Cl) @ 2.96 (1.66,5.29)

\ I I
.00403 1 248.129

Odds ratio
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Estimacion de la asociacion entre la exposicion al VPH y la presencia
de cancer vesical, segun los estudios anteriores

El valor de las Qexp obtenidas a partir de los 44 estudios
anteriores, informan de una importante dispersion de los datos obtenidos
(Gutiéerrez y cols., 2006). Por esa razon, los autores se centraron solo en
16 articulos, que contaban con grupos de casos y controles bien definidos
y una escasa dispersion de los resultados, para obtener una OR global que
permitiera llegar a una conclusion aproximativa.

Segun los autores, los resultados obtenidos resultan
esperanzadores, ya que de los 13 estudios seleccionados del total de los
basados en el ADN (figura 45), se obtuvo una OR conjunta de 2,31, que
indicaba que existia una clara y fuerte asociacion entre la exposicion al
VPH vy la presencia del carcinoma vesical. En cualquier caso, tanto en los
estudios que usan el ADN, como en los que no, la estimacion de la OR
fue muy parecida (2,31 vs. 2,96), lo que indicaria una cierta “estabilidad”
entre técnicas, y permitiria conjeturar que el hallazgo era “consistente”.

En algunos casos, el nivel de significancia y el peso no
concordaron entre si. Esto es debido a que no existié homogeneidad entre
los parametros analizados en todos los articulos, ya que cada autor utiliz6
un numero distinto de casos y controles (y la mayoria ninguno). Esta
situacion fue contemplada por el meta-analisis, y no influy6 en el calculo

de los resultados, sino que fue meramente informadora.
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Este andlisis mostré una moderada relacion entre la infeccion por
el virus y el tumor. Sin embargo, los autores afirmaban que, para obtener
una conclusion definitiva, seria necesario un estudio con suficiente
numero de casos, comparativo frente a controles, y que utilice la
combinacion de varias técnicas microbioldgicas en un mismo sujeto y
muestra.

Posteriormente a los articulos recogidos en el meta-analisis
citado, entre febrero de 2005 y julio de 2007, se publicaron 4 articulos
maés: Barghi y cols. (2005); Guo y cols. (2006); Helal y cols. (2006) y
Nordenvall y cols. (2006). Los dos primeros descartan la relacion entre el
VPH vy el cancer vesical, y los dos ultimos la establecen. Estos articulos,
al igual que los anteriores, incluidos en el meta-analisis, adolecen de la
informacion metodologica suficiente como para establecer una

conclusién definitiva.

Justificacion de la utilizacion de una técnica de amplificacion y otra
de hibridacion mediante microarrays

La mayor parte de los estudios citados anteriormente, basados en
la deteccion del ADN del VPH (tabla 30), se han basado en un analisis
cualitativo del ADN, es decir, en la deteccion especifica de secuencias de
ADN del VPH en tejido vesical, permitiendo asi, por tanto, identificar el

tipo de virus presente en la muestra. Bésicamente, todas estas pruebas
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consisten en enfrentar el ADN de una determinada muestra con un
fragmento conocido de un acido nucleico cuya secuencia es
complementaria de la secuencia de ADN que intentamos detectar. Dicho
fragmento conocido se denomina sonda y el proceso hibridacion.

Existen numerosas técnicas de analisis cualitativo del ADN y una
gran diversidad de variaciones y modificaciones de estas técnicas. Estas
diferentes técnicas presentan entre si diferencias en cuanto a su
sensibilidad, complejidad y reproductibilidad. Algunas de ellas se
encuentran disponibles comercialmente (Digene Hybrid Capture®,
Inform® HPV, Amplicor® High Risk-HPV, Linear Array® HPV 37,
Clinical Arrays® Papillomavirus Humano), si bien, hasta ahora, su
utilidad se ha centrado, fundamentalmente, en la determinacion de la
presencia de ADN del VPH en muestras de tejido cervical uterino.

A continuacion se discute, brevemente, las técnicas de biologia

molecular mas empleadas en el estudio del VPH.

Captura de hibridos

En estas técnicas se utilizan sondas de ARN capaces de detectar
varios tipos de VPH. Cuando la muestra presenta infeccion virica se
produce un hibrido ARN-ADN que es capturado por un anticuerpo
especifico contra hibridos y detectado mediante una reaccién tipo ELISA

que utiliza un compuesto quimioluminiscente para revelar la reaccion y
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que proporciona incluso informacion sobre la cantidad de ADN viral
presente en la muestra (Digene Hybrid Capture®, Digene, EEUU).

Se trata de pruebas con una elevada sensibilidad y un alto valor
predictivo negativo, puesto que su negatividad practicamente descarta la

existencia de infeccion (Castle PE y cols., 2002).

Hibridacion in situ

La hibridacion in situ consiste en aplicar sondas de acidos
nucleicos complementarias marcadas con sustancias radioactivas o con
colorantes que permitan su posterior visualizacién sobre un corte del
tejido problema o sobre una extension citoldgica. Esta técnica se puede
aplicar tanto en muestras de citologia, como en biopsias, tras su
procesamiento habitual (fijacién) (Inform® HPV, Ventana Medical
Systems Inc., EEUU)

La principal ventaja de este método consiste en que es el Unico
que permite visualizar la morfologia de las células en las que se halla el
VPH, mientras que el resto de técnicas se realiza en fragmentos de ADN,
por lo que no permiten la valoracion morfologica de las células. Una
segunda ventaja es su gran especificidad: la deteccién de VPH mediante
esta técnica se asocia a la presencia de lesiones citoldgicas e histoldgicas
(Qureshi MN vy cols., 2003). Sin embargo, el gran inconveniente de esta

técnica es su baja sensibilidad, puesto que necesita un nimero elevado de
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copias (entre 20 y 25 en cada célula) para obtener un resultado positivo.
Aunque, en algunos métodos, la hibridacién in situ se combina con una
amplificacion por PCR previa, la complejidad del procedimiento los ha

hecho poco populares.

Técnicas basadas en la PCR

El fundamento de la PCR consiste en aplicar un proceso que
multiplica el nimero de copias de un segmento de ADN si esta presente
en la muestra. Este proceso, hace que sea wuna técnica
extraordinariamente sensible, capaz de detectar la presencia de muy
pocas copias de ADN del virus (entre 10 y 100 en una muestra), aunque
estén presentes en una sola célula entre varios miles.

Se pueden utilizar diferentes estrategias, pero en la actualidad
tienden a aplicarse métodos capaces de amplificar regiones muy
conservadas del genoma del VPH mediante el uso de cebadores
genéricos, con lo que con una sola amplificacién pueden detectarse gran
parte de los diferentes tipos de VPH (Amplicor® High Risk-HPV junto
con Linear Array® HPV 37, Roche Diagnostics, Suiza). Tras esta
amplificacion, la tipificacion viral puede realizarse mediante
hibridaciones con sondas especificas para cada virus, con sondas que

permitan separar solamente virus de alto o bajo riesgo, o mediante
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digestion con enzimas de restriccion (PCR + RFLP), que proporcionan
patrones diferentes para cada tipo.

Las técnicas basadas en la amplificacion por PCR son rapidas y
relativamente poco laboriosas. Son técnicas muy sensibles, sin embargo,
esta gran sensibilidad es también su principal debilidad, puesto que
detectan un numero elevado de pacientes con infecciones no progresivas
e infecciones latentes sin alteraciones citoldgicas, cuya evolucion podria
ser hacia la resolucion espontanea (Coggin JR y zur Hausen H, 1979).

De todas formas, las técnicas basadas en la PCR tampoco
permiten cuantificar adecuadamente el ADN viral presente en la muestra.
Otro de sus defectos es la elevada probabilidad de contaminaciones y

falsos positivos.

Analizando, por tanto, los estudios anteriores (tabla 30), ninguno
habia utilizado, para el estudio de la relacion entre el cancer vesical y la
infeccion por el VPH, una técnica que combinara la elevada sensibilidad
de la PCR con la nueva tecnologia del microarray, que permitiria, con
una sola amplificacion, detectar diferentes tipos de VPH. De esta manera,
a la elevada sensibilidad de la PCR, se le suma la especificidad de la deteccién
del tipo viral

Con el Clinical Arrays® Papillomavirus Humano se puede

detectar la presencia de los 35 genotipos del virus VPH con mayor
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importancia clinica en distintos tipos de muestras clinicas. La deteccion se
lleva a cabo mediante la amplificacién, por PCR, de un fragmento de unos 450
pb dentro de la region L1 del virus, una secuencia que estd altamente
conservada entre los distintos tipos de VPH. Sin embargo, esta region presenta
suficientes variaciones como para poder diferenciar cada tipo de virus con
sondas de captura especificas.

Ademas, esta tecnologia permite la deteccion de dos controles
internos (ADN genomico, del propio paciente, y un control de la reaccién
de amplificacion) necesarios para asegurar la fiabilidad vy

reproductibilidad de los resultados obtenidos.

DETECCION DE LA INFECCION POR VPH: PCR FRENTE A
MICROARRAY

Si bien la técnica de deteccion de la infeccion por el VPH
mediante el sistema Clinical Arrays® Papillomavirus Humano es un
procedimiento unico, en dos fases (amplificacion mediante PCR primero,
y deteccion del genotipo mediante AT después), pudimos observar que,
la PCR, por si sola, tras visualizacion por electroforesis en gel de agarosa
(figuras 13 a 18) fue positiva para, tan solo, 5 de las 85 (5,88%) muestras
del estudio (muestras 6, 9, 14, 53 y 60). Todas ellas confirmaron su
positividad al realizar el AT, sin embargo, tras éste, el numero de
muestras positivas se incrementd hasta el 30,59% (26 muestras

positivas).
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Esto indica, que, aunque la PCR es una técnica altamente
sensible, la asociacion, en este caso, a la técnica del microarray,
incrementa, considerablemente, dicha sensibilidad en la deteccion de la

infeccion por el VPH.

DISCUSION DE LOS RESULTADOS DEL PRESENTE ESTUDIO

Tras determinar, estadisticamente, las relaciones entre los
distintos factores considerados en el grupo de casos, se observo que no
existid relacion entre la infeccion por el VPH y el consumo de tabaco, la
edad, el estadio tumoral, el grado histoldgico del tumor, el tamafio de
éste, la presencia o no de multiples lesiones y si el tumor fue primario o
recidiva. Es decir, los casos infectados por VPH fueron similares,
estadisticamente, a los no infectados, si consideramos estos siete
parametros. Sin embargo, la proporcion de bebedores o ex-bebedores
entre los casos infectados por VPH fue significativamente superior que
entre los no infectados.

Entre los controles, tampoco existio relacion entre la infeccion
por el VPH y el consumo de tabaco, de alcohol y la edad. Por tanto, los
controles infectados por VPH fueron similares, estadisticamente, a los no

infectados, si consideramos estos tres parametros.
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A su vez, tras realizar la comparacion estadistica entre los dos
grupos de estudio (casos frente a controles), solo se encontro diferencias
estadisticamente significativas entre ambos para el consumo de tabaco,
de forma que el porcentaje de fumadores o ex-fumadores entre los casos
fue mayor que entre los controles. Es conocido que el tabaco es el
principal factor de riesgo ambiental relacionado con el cancer vesical
(Hartge y cols., 1987). Nuestros datos, por tanto, son acordes con este
hecho, ya que es el Unico factor de riesgo estudiado que claramente es
mas frecuente entre los pacientes afectados por el cancer de vejiga.

Sin embargo, el tabaco no se relaciond ni con el estadio tumoral,
ni con el grado histolégico, ni con el tamafio de la lesion tumoral. Es
decir, el tabaquismo no se relacion6 con un peor pronoéstico de la lesion,
segun nuestros resultados.

No se encontraron diferencias significativas, entre ambos grupos,
para el consumo de alcohol. No existen, actualmente, en la literatura,
estudios que demuestren, de forma clara, la asociacién entre el consumo
de bebidas alcohdlicas y el céncer vesical. Algunos estudios han
mostrado una débil asociacion, pero probablemente el tabaco actia como
factor de confusion (Silverman y cols., 1992). Tampoco el consumo de
alcohol se relacion6 con el estadio tumoral, ni con el grado histolégico,
ni con el tamafo de la lesion tumoral. Es decir, el habito alcohdlico no se

relaciond con un peor pronostico de la lesion, segin nuestros resultados.
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Por otro lado, la incidencia del cancer de vejiga se incrementa con
la edad, ya que son poco frecuentes por debajo de los 40 afios, mientras
que el 80% de los casos se presentan por encima de los 60. En nuestro
estudio, aunque hubo diferencias significativas en cuanto a la edad, ya
que la edad media de los casos (66,1 afios) fue significativamente inferior
a la de los controles (70,2 afos), no consideramos que éste sea un factor
relevante, sino que fue debido a que los grupos no se distribuyeron
homogéneamente para este parametro en el momento de la seleccion.

Hubo dos posibles factores de riesgo asociados al cancer vesical,
que no pudieron ser considerados en el presente trabajo como
consecuencia de la falta de datos exhaustivos en las historias clinicas de
los pacientes. Uno de ellos fueron los antecedentes familiares de cancer,
especialmente del vesical, dato que no estaba recogido en la mayor parte
de las historias. El otro factor fue el de la posible exposicion a
compuestos quimicos relacionados con el céncer de vejiga (2-
naftilamina, 4-aminobifenilo, 4-nitrobifenilo, bencidina, 2-amino-inaftol,
etc.). En este sentido, sélo se habia recogido en la historia el dato
referente al trabajo que desempefiaban, pero no la exposicion a toxicos.
Los datos reflejados en las tablas 3 y 4 del apartado “material y métodos”
no nos permitieron realizar una comparacion estadistica y establecer si
existian o no profesiones m&s o menos frecuentes entre los casos. De

cualquier modo, tanto entre los casos como entre los controles
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predominaron los sujetos dedicados a las tareas agricolas y a la
construccion.  Otros estudios si han relacionado determinadas
exposiciones laborales con un incremento de la probabilidad de
desarrollar una neoplasia vesical (Soll-Johanning y cols., 1998; Ward y
cols., 1997)

Pero lo méas importante es que no se encontraron diferencias
significativas entre casos y controles para el principal factor de riesgo
que habiamos considerado, la infeccion por el VPH. Ademas, tampoco
hubo diferencias en cuanto a la distribucion de los genotipos presentes en
ambos grupos, existiendo infeccion por genotipos de alto riesgo
oncogenico en todas las muestras que fueron positivas, tanto en el grupo
de casos como en el de controles. Por tanto, no se puede afirmar, segun la
metodologia empleada en nuestro estudio, que el cancer de vejiga esté
relacionado con la infeccion por el VPH, ni siquiera con genotipos de

alto riesgo oncogénico.
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Conclusiones

1.

El estudio comparativo de los factores de riesgo considerados,
presencia del ADN del virus del papiloma humano y consumo de
tabaco o alcohol, puso de manifiesto que solo hubo diferencias
significativas entre los pacientes con cancer vesical y los controles
para el consumo de tabaco: El porcentaje de fumadores o ex-

fumadores entre los casos fue mayor que entre los controles

No existio relacion entre la infeccion por el virus y el estadio del
tumor, su grado histoldgico, el tamafio de éste, la presencia o no de
multiples lesiones y si fue primario o recidiva. Es decir, la presencia
del virus tampoco se relaciond con factores pronostico de la lesion

tumoral.

El consumo de tabaco o alcohol no se relacionaron con el estadio,
grado histologico o tamafio de la lesion tumoral. Es decir, no se
relacionaron con un peor prondstico de la lesion, segin nuestros

resultados.

No existid relacion estadistica entre la infeccion por el virus del
papiloma humano y el consumo de tabaco o la edad de los sujetos.

Sin embargo, la proporcion de bebedores o ex-bebedores entre los
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casos infectados fue significativamente superior que entre los no

infectados.

5. No hubo diferencias en cuanto a la distribucion de los genotipos
detectados. Por tanto, no se puede afirmar, segun la metodologia
empleada, que el cancer de vejiga esté relacionado con la infeccion

por el virus, ni siquiera con genotipos de alto riesgo oncogénico.

6. Para obtener una conclusién definitiva sobre la relacion entre el virus
del papiloma humano y el cancer de vejiga se requiere la realizacién
de estudios de casos y controles en el que se analicen los factores de
riesgo asociados junto con la deteccion del ADN del virus en la
mucosa vesical de los sujetos con cancer, tanto de la lesién
neoplasica como de mucosa sana distante. Dicho estudio deberia
realizarse mediante el uso de una técnica de contrastada sensibilidad

para la deteccidn, tipificacion y cuantificacién del virus.
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