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INTRODUCCION

1 VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO Y CARCINOMA DE CERVIX.

EPIDEMIOLOGIA.

La infeccion por el virus del papiloma humano (VPH) constituye una de las
infecciones de transmision sexual (ITS) mas frecuentes. Aunque resulta complicado
establecer el volumen de mujeres portadoras de infecciones ocultas por VPH, se
estima que la prevalencia de ADN del virus en la poblacion femenina es del 5-10%
en paises desarrollados y del 10-15% en paises en vias de desarrollo. Por otra
parte, hasta un 80% de las mujeres habran padecido en algin momento la infeccion

activa por el virus del papiloma humano a lo largo de su vida'?.

Las mujeres jovenes presentan tasas elevadas de adquisicion de VPH, asi Winer y
cols. hallaron una tasa acumulada de infeccion por VPH de casi el 40% en los

primeros 24 meses tras el inicio de las relaciones en 148 mujeres universitarias®*.

Recientemente, se ha observado un nuevo pico en cuanto a la adquisicion de la
infeccion por VPH en torno a los 55 afios, que aun es objeto de estudio, aunque
probablemente, sea debido al cambio en los habitos sexuales en estas mujeres

(separaciones, nuevos compafieros sexuales, etc.)’.

A nivel mundial, el cancer de cuello uterino es una de las neoplasias mas frecuentes
y letales en las mujeres. Se estima que cada afio se diagnostican aproximadamente
500.000 casos nuevos, de los cuales el 83% se dan en paises en vias de
desarrollo®, mientras que en paises desarrollados sélo representa el 3,6% de los
casos nuevos de cancer. La baja incidencia en paises desarrollados se debe, al
menos en parte, a la efectividad de los programas de cribado poblacional y/o cribado
oportunista basados en la citologia cervical’.

3
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FIGURA 1: Estimacion de numero de casos e incidenci a de cancer de cérvix

ooz <873 [ 326 [ ez [z [ <9 3/100000

Por otra parte existen evidencias de que, en ausencia de intervenciones exitosas, se
experimentard una tendencia al incremento de cancer de cuello uterino, sobre todo,
a nivel de paises en vias de desarrollo. Investigaciones llevadas a cabo consideran
gue si nada cambia para interrumpir la propagacién del VPH, como la introduccién
generalizada de vacunas contra este virus, y los programas para la prevenciéon del
cancer siguen en la misma situacién actual, para el afio 2020 se prevé un aumento
del 42% en el cancer de cuello uterino en el Mundo, siendo de un 56% en regiones

menos desarrolladas y del 11% en paises desarrollados®.

En Espafia, el carcinoma invasor de cuello uterino tiene una incidencia relativamente
baja, con unas tasas ajustadas por edad a la poblacion estandar mundial de entre
3,4y 12,2 casos por 100.000 mujeres-afio segun los datos de los diferentes registros
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de cancer de base poblacional. Este tipo de neoplasia se sitia en el sexto lugar en
frecuencia y supone el 4,8% de todos los canceres en la mujer. Su incidencia varia

ademas en las diferentes regiones espafiolas.

La mayoria de los canceres de cérvix son carcinomas escamosos celulares, siendo
el adenocarcinoma menos comun. En general, la proporcion de casos de
adenocarcinoma es mayor en las zonas de baja incidencia, pudiendo representar
hasta el 25% de los canceres de cérvix diagnosticados. Esto, probablemente es
secundario al cribado citologico, ya que es menos eficaz a la hora de detectar de
forma precoz el adenocarcinoma por desarrollarse normalmente en el canal

endocervical®.



INTRODUCCION

TABLA 1: Incidencia estandarizada por edad/100.000 habitantes referida por

los registros de tumores de Espafa

Incidencia estandarizada
Registro de Tumores
por edad/100.000

Cuenca 3,4
Navarra 3,7
Albacete 54
Zaragoza 5,6
Granada 6,1
Gerona 7,4
Murcia 7,4
Canarias 7,9
Asturias 8,1

Tarragona 9
Mallorca 12

La supervivencia global a los cinco afios para todos los estadios, se ha estimado en
un 69% de las pacientes (IC 66%-72%), siendo una cifra intermedia entre las mas
bajas de Inglaterra y Austria (64%) y las mas altas de Europa que se dan en Suecia
(70%)*. En los paises en vias de desarrollo el diagnéstico suele ser en estadios

avanzados, reduciéndose la supervivencia global hasta el 30%".

Los estudios epidemioldgicos y clinicos, apoyados por la biologia molecular ponen

de manifiesto la relaciéon causal entre el VPH y el cancer de cuello de utero,



INTRODUCCION

detectandose ADN del virus en el 99,7% de dichos tumores, por lo que se cuestiona
Su existencia en ausencia de infeccion viral, considerandose a este agente como
causa necesaria para la aparicién del cancer de cérvix*?. El riesgo relativo de la
asociacion entre infeccién por VPH y neoplasia cérvicouterina es de alta magnitud,
en un rango de 20 a 70. Este rango es mayor que para la asociacion entre
tabaquismo y cancer pulmonar y es comparable solamente al de la asociacion entre
hepatitis B crénica y cancer hepatico, relaciones causales que son indiscutibles™.
Ademas ciertos genotipos de VPH han demostrado la capacidad de transformar
lineas celulares humanas en cultivo y causar anomalias en las mismas similares a

las detectadas en las lesiones intraepiteliales de bajo grado™”.

Los papilomavirus forman un género dentro de la familia Papovaviridae. Son virus
pequefios (55 nm de diametro) de estructura icosaédrica con una capside
compuesta por 72 capsdmeros que encierran un genoma de ADN circular de doble

banda que contiene alrededor de 8000 pares de bases™.

Los genes que codifican las proteinas residen exclusivamente en una de las dos
cadenas de ADN y se constituyen en secuencias de lectura abierta (Open Reading

Frames -ORF-). A efectos funcionales puede dividirse el genoma en tres regiones:

* Genes tempranos (early): Son genes (E) que codifican proteinas involucradas
en la replicacion de ADN viral, regulacion transcripcional y transformacion

celular. Hay ocho tipos diferentes (E1-E8) y representan el 45% del genoma.

» Genes tardios (late): Son genes (L) que codifican las proteinas de la capside

viral (L1-L2).
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* Regién de genes reguladores (LCR) no codificadora donde se localizan los
promotores que inician la replicacion y muchos de los elementos de control de

la transcripcion y regulacion.

FIGURA 2: Mapa del genoma de VPH

~7kbp
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E1l y E2 tienen acciones moduladoras muy importantes sobre la replicacion del ADN
viral ya que codifican proteinas que actian sobre los promotores de la zona LCR.
Las funciones principales de E2 incluyen la regulacién de la replicacién de ADN viral
y la expresion de genes virales. E2 suprime la expresiéon de E6 y E7 en lineas
celulares transformadas por VPH con la consiguiente detencidn del ciclo celular. Sin
embargo, esta actividad de E2 depende de la estructura de la cromatina y el ADN.
Asi, E2 sélo es efectivo en el control de E6 y E7 cuando se encuentra integrado en

el ADN celular y no en forma episomal®®.

E4 se expresa en gran cantidad en lesiones condilomatosas vulvares, codificando
proteinas asociadas con el efecto citopatico viral; las proteinas que codifican

interactdan con proteinas (citoqueratinas) del citoesqueleto celular.
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La L1 codifica la proteina mayor de la capside viral, que es muy parecida en las
diferentes especies. El marco de lectura abierto L2, codifica la proteina menor de la
capside, y su secuencia presenta una mayor variabilidad entre los diferentes tipos.
L1 y L2 se transcriben cuando los viriones completos se estan ensamblando. Este
proceso es regulado por factores de transcripcion que Unicamente se producen en
las células epiteliales mas diferenciadas de la capa mas superficial del epitelio

infectado®’.

E5, E6 y E7 estan relacionadas con la capacidad transformante y se consideran
verdaderos oncogenes virales, capaces de causar por separado transformacion in
vitro1>*81% E6 codifica una proteina de 150 aminoéacidos, cuya importancia en el
cancer parece residir en su efecto sobre el gen supresor tumoral celular p53. Las
alteraciones en dicho gen, incluyendo las delecciones, inserciones y mutaciones
puntuales, son los acontecimientos genéticos mas frecuentes en numerosos tipos de
carcinomas. La funcién normal del p53 incluye un incremento transitorio de su
expresion cuando se produce una lesion del ADN, que lleva a detener el ciclo celular
en la fase G1. Este paro permite la reparacion del ADN; si ésta no es posible, la

célula sufrird apoptosis.

La proteina E6 estimula también la degradaciéon de p53 a través de una via
proteolitica selectiva dependiente de ubiquitina. Las proteinas E6 de los tipos de
VPH de alto riesgo oncogénico, tienen una mayor afinidad por la p53, si se

comparan con los tipos de bajo riesgo oncogénico.

La importancia de E7 respecto al cancer reside en su efecto sobre el producto del
gen del Rb. E7 se une a la proteina Rb y disocia el complejo E2F-Rb, estimulando la

transcripcion de los genes celulares®’.
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Sin embargo, ciertos experimentos han demostrado que la expresion basal de E6 y
E7 en los VPH es muy baja, ya que la proteina E2, por medio de la region
reguladora URR, mantiene practicamente silenciada la expresion de las mismas.
Ante esto parece claro que Unicamente una infeccidn con gran cantidad de virus
seria capaz de producir las suficientes unidades de E6 y E7 como para iniciar este
proceso. Sin embargo, se ha demostrado que ciertas infecciones persistentes con
baja carga viral generan un fenotipo tumoral efectivo. En la mayoria de los casos,
esto se debe a que una porcion de los virus se fragmenta por E2, por lo que ésta

pierde su capacidad de reprimir la expresion de E6 y E7.

Existen mas de 150 genotipos de VPH, que se clasifican en cutaneos o0 mucosos en
funcibn de su tropismo. Los primeros pueden producir verrugas cutaneas,
epidermodisplasia verruciforme y, probablemente se asocian también a cancer de
piel no melanocitico. Los VPH mucosos, se dividen en funcion de su potencial
oncogénico, en VPH de bajo riesgo oncogénico, que pueden generar
fundamentalmente verrugas genitales y, con menor frecuencia, neoplasias cervicales
y papilomatosis respiratoria recurrente, y VPH de alto riesgo oncogénico, asociados
a cancer de ceérvix, lesiones anogenitales cancerosas y precancerosas y a canceres

orofaringeos?®.

10
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TABLA 2: Principales VPH y riesgo oncologico

VPH Serotipo

Alto riesgo 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 68, 73y 82

Bajo Riesgo 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72,
81, CP6108

Alto riesgo potencial
26,53y 66

En un meta-andlisis de 85 estudios publicados hasta febrero de 2002, que ha sido
recientemente actualizado incluyendo estudios realizados hasta 2006 y que
comprendia a 14500 pacientes con carcinoma de cérvix, los VPH de alto riesgo
identificados con mas frecuencia han sido, en orden decreciente, los VPH 16, 18, 33,

45, 31, 58, 52, 35, 59, 56, 51, 39, 6, 73, 68 y 82*1.

11
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FIGURA 3: Porcentaje de casos de cancer de cuello u terino atribuibles a los

diferentes tipos de VPH
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2 EVOLUCION NATURAL DE LA INFECCION POR EL VIRUS DE L PAPILOMA

HUMANO

La evolucién natural de una enfermedad puede definirse como el curso clinico de la

misma, cuando no sufre alteraciones por intervenciones terapéuticas.

La infeccion por VPH se transmite fundamentalmente de persona a persona a través
de las relaciones sexuales, aumentando conforme lo hacen el numero de parejas
sexuales, sobre todo parejas recientes, ya que, en general, se trata de una infeccion
transitoria. Aunque son posibles, las vias de transmision genital del VPH distintas al
coito, son menos comunes. A pesar de que la infeccion oral y digital de tipos del
VPH genitales es un hecho establecido, el riesgo de transmision por contacto digital-
genital u oral-genital parece ser minimo. De modo similar la infeccion por el VPH

mediante transmision perinatal o en nifios también ocurre, ya que se ha detectado

12
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ADN del VPH y anticuerpos séricos en bebés y nifios. Los datos disponibles
sugieren que se trata de casos poco frecuentes y con pocas probabilidades de

desencadenar una infeccién persistente®.

Por otra parte, la transmision por fomites es en teoria posible basandonos en los

hallazgos de ADN de VPH en instrumental ginecologico y en prendas intimas.

Al igual que la mayor parte de los virus, las infecciones por VPH pueden
manifestarse de tres maneras: clinica, subclinica y latente. La manifestacion clinica
habitual de la infeccion son los condilomas acuminados. El estudio histologico
muestra acantosis, elongacion de las papilas dérmicas, presencia de células
vacuoladas con nudcleos densos y arrugados y con cuerpos de inclusion basofilos
compuestos por particulas virales e inclusiones eosinofilicas de queratina anormal

en las capas superficiales de la epidermis (coilocitos).

La infeccion subclinica por VPH es de gran importancia, ya que al no ser aparentes
las lesiones, se facilita el contagio. Las lesiones pueden objetivarse mediante vision

colposcopica tras aplicacion de acido acético.

La infeccidn latente, sin evidencia clinica ni histolégica, sélo es posible detectarla
con meétodos de determinacion de ADN viral. Se desconoce el tiempo y las

condiciones para que una infeccién latente evolucione a clinica o subclinica®*.

El periodo de incubacion de la infeccibn por VPH se ha determinado
experimentalmente en humanos, siendo de 3 a 4 meses, aungque algunas lesiones

aparecen hasta dos afios después de la inoculacion.

La duracion tipica de la infeccion es corta, por o que se estiman una incidencia y

prevalencia similares'®. El tiempo medio hasta la regresién de dicha infeccién oscila
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desde 4-6 meses hasta 1-2 afios en distintos estudios, dependiendo de las

estrategias de seguimiento y de las definiciones empleadas?.

En un estudio realizado en mujeres jovenes se encontré que la media de duracion
de la infeccion fue de 8 meses, encontrando que al afio de la infeccion ésta persistia

s6lo en el 30% y en un 9% a los dos afios?.

Por razones que se desconocen, la infeccion por el VPH tiende a causar cancer en
areas denominadas “zonas de transformacion”, que son areas en las que un tipo de
epitelio entra en contacto con otro y lo sustituye progresivamente mediante un
proceso de transformacion llamado metaplasia. En lo referente al cuello uterino, la
zona de transformacion es aquella en la que el epitelio columnar se transforma en

epitelio escamoso.

Los VPH, al ser inoculados, aprovechan las pequefias efracciones que se producen
en el epitelio alcanzando las células basales. Aunque conocemos poco de los
primeros estadios de la infeccion por VPH, se asume que el ciclo de multiplicacion
viral comienza con su entrada en el estrato germinativo. Dado que estas células
basales son las uUnicas del epitelio escamoso capaces de dividirse, el virus debe
infectar estas células para inducir una lesion que pueda persistir. La replicacion viral
se asocia a una proliferacién excesiva de todas las capas epidérmicas excepto las
basales. Este proceso produce acantosis, paraqueratosis e hiperqueratosis'®?’. La
expresion de los genes virales tempranos (E) determina la replicacion y el
mantenimiento del genoma viral como un plasmido de ADN con alto niumero de
copias, y da lugar a la proliferacion concomitante de células para formar la lesion
benigna. En la capa exterior del epitelio y con la activacion de la expresion de los

genes tardios (L) tiene lugar la sintesis de las proteinas de la capside y el
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ensamblaje de los viriones, ligado al patron normal de queratinizacion. En las
lesiones benignas del VPH el ADN se encuentra en situacion extracromosomica en

el nucleo de las células en forma de episoma.

En las neoplasias cervicales intraepiteliales severas y en el cancer el ADN se
encuentra generalmente integrado en el cromosoma celular. Esta integracion se
produce preferentemente en algunos lugares del cromosoma, asi se une rompiendo
la ORF E2 que regula a E6 y E7, de manera que estos se expresan de forma

incontrolada.

La persistencia se puede definir de modo general, como la deteccion del mismo tipo
del VPH en dos 0 mas ocasiones dandose un intervalo de tiempo determinado entre
las exploraciones que oscila entre 1 y 2 afos. La persistencia de la infeccion es
mucho menos frecuente que su aclaramiento. Menos de la mitad de las mujeres
infectadas por VPH con citologia normal, tiene una persistencia de la infeccion

durante mas de seis meses y sélo el 7% después de 5 afios?®.

A juzgar por las observaciones de cohortes existentes, tras la regresion viral no
suelen observarse casos de reaparicion del mismo genotipo del VPH. Cuando se
detecta una reaparicion, no esta claro si se trata de infecciones nuevas o de una

reactivacion de un estado latente mal definido.

Richart fue uno de los primeros en afirmar en la década de los sesenta que el cancer
de cérvix era consecuencia de la evolucién de lesiones premalignas no invasoras
que denomind neoplasias cervicales intraepiteliales (CIN)?. Estas se clasificaron en

CIN 1, CIN 2 y CIN 3 en funcion del grado de afectacion epitelial:
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* CIN 1: La actividad mitética y las atipias s6lo se observan en el tercio inferior

del epitelio.

* CIN 2: Las alteraciones afectan a los 2/3 inferiores del epitelio, conservandose

la madurez celular en el tercio superior.

* CIN 3: Se afecta todo el epitelio sin invadir el estroma.

Desde entonces se han utilizado multiples nomenclaturas y clasificaciones para

describir las anomalias citologicas e histoldgicas.

TABLA 3: Clasificacion de las alteraciones citologi cas e histolégicas

Terminologia Papanic
CIN Bethesda

displasia olau

Normal Normal Normal Pap 1
Atipia Cambios celulares

Atipia benigna Pap 2
inflamatoria benignos

Células atipicas Atipia escamosa | ASC-US Pap 2

Displasia leve CIN1 L-SIL Pap 3A1

Displasia moderada | CIN 2 H-SIL Pap 3A2

Displasia grave CIN 3 H-SIL Pap 3B

Carcinoma in situ CIN 3 H-SIL Pap 4

El riesgo de desarrollar un cancer de cérvix invasor se eleva conforme aumenta la
severidad de la CIN. A través de multiples revisiones de la literatura se ha
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establecido que el riesgo de desarrollar un cancer invasor es del 1% en pacientes

con CIN 1, del 5% en pacientes con CIN 2 y del 15% en pacientes con CIN 3%03132,

En realidad, la mayoria de las neoplasias cervicales intraepiteliales regresan de
forma espontanea y no necesitan tratamiento, especialmente en adolescentes y
mujeres jovenes. Hasta el 62% de las lesiones de bajo grado regresaran de forma
espontanea, mientras que lo haran entre el 17 y el 54% de los CIN 2 y hasta el 30%

de los CIN 3.

Los andlisis viroldgicos parecen evidenciar que el aclaramiento de la infeccion por el
VPH precede a la remision de los cambios citolégicos. La tasa de aclaramiento

disminuye con la mayor gravedad de la lesién intraepitelial®.

Utilizando datos transversales, se ha calculado el tiempo modal entre la infeccion por
VPH y el desarrollo de CIN 3 en 7-15 afios, produciéndose la infeccion en los ultimos
afios de la adolescencia o primeros afios de los 20 y los diagnosticos de CIN 3
alrededor de los 25-30 afios de edad. Sin embargo, en cohortes prospectivas con
seguimiento minucioso, se estan documentando rapidos desarrollos a CIN 2y 3, a
veces transcurridos pocos meses de la infeccién incidente. Se desconoce el
significado biologico de estos diagndsticos de CIN 3 tan tempranos y aunque es
posible que muchas de estas lesiones remitiesen con una actitud expectante, seria

poco ético someterlas a estudios observacionales®.

El carcinoma invasivo de cuello uterino aparece cuando una lesion intraepitelial o un
adenocarcinoma in situ invade la membrana basal del epitelio y las células tumorales
colonizan el estroma subyacente. En la clasificacion por estadios de la FIGO se
incluye el concepto de carcinoma microinvasor (estadio la-1, la-2) basédndose en el
hecho de que seria posible un tratamiento individualizado y mas conservador del
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mismo. Se define como microinvasion la existencia de una infiltracion del estroma
igual o menor de 5 mm en profundidad e igual o menor de 7 mm en superficie. La
infiltracion de los espacios vasculares y/o linfaticos no modifica la estadificacion,

aunque se ha referido que puede empeorar el pronéstico de la enfermedad™.

3 PAPEL DE LOS COFACTORES EN LA CARCINOGENESIS

Distintas evidencias experimentales sugieren que una célula infectada por VPH tiene
menos capacidad que una célula normal (no infectada), de controlar el ciclo celular,
reparar mutaciones y alteraciones cromosémicas, responder a estimulos de
diferenciacion celular y a factores reguladores y controladores del crecimiento tisular
y vigilancia inmunolégica, ademas de ser mas susceptible a la accidon de agentes

téxicos. Esto Gltimo nos lleva a estudiar el papel de los cofactores™.

Si contrastamos la alta tasa de exposicion a los VPH con la incidencia relativamente
baja del cancer invasor del cuello uterino (<1%), esta claro que aunque el VPH sea
una causa sin la cual no aparece el cancer cérvicuterino, no basta por si solo para

producirlo®.

Los tres grupos de cofactores potenciales son:

3.1 Cofactores medioambientales

* Anticonceptivos hormonales: el consumo de anticonceptivos hormonales
durante cinco o mas afos actia como cofactor para padecer cancer cervical
aunque el riesgo tiende a desaparecer en los afios subsiguientes a la
interrupcion del consumo, pero aun asi, sigue existiendo una elevacion
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significativa del riesgo incluso después de 8 afios®. En un metaandlisis sobre
10 estudios de casos y controles, en pacientes con cancer de cérvix, se puso
de manifiesto que el riesgo de padecer dicha neoplasia podria aumentar hasta
2 veces en mujeres con infeccidon por VPH y usuarias de anticonceptivos

hormonales®®®’.

La regidon regulatoria del genoma (LCR) tiene secuencias
similares a los que responden a los glucocorticoides, que son de hecho
inducidos por hormonas esteroides. Estos mecanismos hormonales influyen en
la progresion de las lesiones premalignas favoreciendo la integracion del ADN
del VPH en el genoma de la célula huésped. En estudios in vitro se ha
observado que en las células tratadas con dexametasona aumenta la
transcripcion de VPH 16 en aquellas lineas celulares que tienen el genoma del

virus integrado. Este mismo efecto se pudo reproducir utilizando progesterona y

progestinas, componentes activos de los contraceptivos orales®.

Habito tabaquico: la dinamica de la interaccion entre el consumo de tabaco con
el ciclo vital del VPH es poco conocida aunque se han podido detectar
nitrosaminas y alquitran, carcinégenos del tabaco, en la secreciéon del moco
cervical de las mujeres fumadoras. El tabaco tiene efecto carcinogénico directo
y ademas produce alteracion de la inmunidad local en el cuello uterino,

contribuyendo a cronificar la infeccién por el VPH?:3739404L

En mujeres
infectadas por el VPH, el tabaco es el cofactor mas importante de progresion,
con un aumento del riesgo de 2 a 4 veces frente a las no fumadoras. Este
aumento del riesgo se ha identificado también en las fumadoras pasivas y hay

gue especificar que influye sobre el riesgo de carcinoma epidermoide pero no

de adenocarcinoma de cérvix®°.

19



INTRODUCCION

* Paridad: el numero de embarazos a término se asocia con un riesgo
aumentado de carcinoma cervical invasivo después de ajustar por el nimero de
parejas sexuales y la edad en el primer coito*’. Se ha postulado que el
mecanismo a través del cual una alta paridad aumenta el riesgo de carcinoma
es mediante el mantenimiento durante muchos afios de la zona de
transformacion en el exocérvix, lo cual puede facilitar la exposicion al VPH,
aunque podrian estar implicados factores hormonales del embarazo que
modularian localmente la respuesta inmune®. Ademas se ha sugerido que los
traumas que soporta el cérvix durante el parto podria favorecer la progresion de
las lesiones*. El riesgo relativo (RR) de cancer de cuello de Utero invasivo
aumenta con el mayor numero de embarazos a término (RR=1,10) y con la

menor edad del primer embarazo a término (RR=1,07).

» Coinfeccion con otros agentes de transmision sexual: aunque hemos de
considerar que la infeccion por agentes de transmision sexual son indicativos
de conductas de alto riesgo para la adquisicion de VPH, las mujeres con
infecciones por el virus del herpes simple tipo 2 y con Chlamydia trachomatis
parecen estar mas predispuestas a desarrollar cancer cervical*. Se desconoce
el mecanismo por el cual favorece las lesiones producidas por VPH aunque
probablemente tenga un papel importante la inflamacién crénica secundaria.
Respecto al virus del herpes un metaandlisis encuentra un riesgo 3 veces
superior de padecer cancer en mujeres coinfectadas por dicho agente y
VPH?*“® La infeccién por este virus podria favorecer la entrada de VPH a
través de los epitelios previamente lesionados y actuar en forma sinérgica
como mutageno celular, alterando el control intracelular de la transcripcion del

VPH*". Especial mencién se merece el VIH, ya que al ser un agente que
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ocasiona inmunodepresion favorece la infeccion latente y la aparicion de
neoplasias en pacientes portadoras de VPH. El VIH altera la evolucion natural
de la infeccion por el VPH, dando lugar a un comportamiento mas agresivo y
con mas recidivas que en las mujeres negativas para VIH. Esta asociacion
parece ser mas fuertes en las mujeres con un recuento bajo de linfocitos T

CDA4.

Inmunodepresiéon: las mujeres inmunodeprimidas secundarias a patologia o
tratamiento inmunosupresor, como en pacientes transplantadas, tienen un
riesgo relativo 17 veces mayor de infeccién por VPH y 9 veces superior para la
aparicion de cancer. En ellas se ha comprobado a nivel cervical la disminucién
de linfocitos CD4 e inversion del cociente CD4/CD8 y también disminucion de la

actividad de los linfocitos Natural Killer (NK)™.

Nutricion y dieta: la evidencia disponible hasta la fecha a favor de una
asociacion entre dieta, estado nutricional y carcinogénesis cervical por el VPH
todavia no es convincente, aungque parece ser que los nutrientes antioxidantes,
carotenoides, tocoferoles y acido ascérbico, podrian desempefiar una funcién

protectora, debido a su papel protector frente a los dafios del ADN>%*2,
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TABLA 4: Cofactores establecidos y probables en la carcinogénesis

cervical
Cofactores establecidos Cofactores probables
Tabaquismo Co-infeccién por VHS-2
Uso a largo plazo de ACH Co-infeccion Chlamydia. trachomatis
Co-infeccién por VIH Inmunosupresion
Alta paridad Dieta y alimentacion

3.2 Cofactores virales

» Persistencia viral: la persistencia es mas frecuente en VPH de alto riesgo, lo
gue sugiere que las infecciones persistentes contribuyen a la transformacion
maligna de las lesiones. Estudios epidemiolégicos indican que mujeres
persistentemente infectadas con VPH de alto riesgo tienen mayor probabilidad

de desarrollar cancer que las que tienen infecciones transitorias*®°.

» Tipo de virus: los responsables de los cambios neoplasicos son los tipos de alto
riesgo oncogeénico, siendo el 16 y 18 los mas prevalentes tanto en carcinomas
epidermoides como en adenocarcinomas. El ADN gendémico de estos virus se
encuentra en los canceres invasivos, siendo estos capaces de inmortalizar los
gueratinocitos humanos en cultivos celulares, mientras que los de bajo riesgo
no. Este material genético se encuentra tanto en tumores primarios como en

metastasis.
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» Carga viral: se cuestiona la utilidad de la determinacion de la carga viral como

un factor etiolégico de riesgo asi como su papel diagndstico. Algunos estudios
epidemioldgicos transversales han demostrado una asociacidon entre un
aumento de la carga viral y el riesgo de cancer cervical, pero los estudios
verticales son aun insuficientes. Ademas aunque se ha asociado una carga
viral baja con normalidad microscopica y un riesgo bajo de cancer posterior, en
la practica clinica la importancia prondstica de cargas virales crecientes no esta
establecida en absoluto®®. Habra que diferenciar también si el valor de la carga
viral en un determinado momento representa una reactivacion de una infeccion

antigua o la adquisicion reciente de la misma.

Integracidn: aunque tipicamente el ADN del VPH se ha encontrado en forma de
episoma en el citoplasma de las células, la integracion del virus se relaciona
con la capacidad oncogénica. Aunque este fendmeno de integracién del VPH
en el genoma celular es raro en las células infectadas, parece representar un
evento irreversible que inicia una cadena de hechos que condiciona el dafo en
los genes supresores tumorales (p53 y RB) con la consiguiente inestabilidad

del genoma y la inmortalidad celular.

Cofactores del huésped

Hormonas endogenas: los glucocorticoides y la progesterona disminuyen la
expresion de los HLA de clase | en la superficie celular de los tumores
cervicales VPH positivos y contribuyen a que los linfocitos T citotoxicos no

reconozcan la célula infectada.
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» Factores genéticos: se postula que determinados patrones genéticos entre los
gue se incluyen, polimorfismos, mutaciones, mecanismos de inactivaciéon por
metilacion, etc, jueguen un papel importante en la susceptibilidad y evolucion

diferente de la infeccion por VPH™.

» Respuesta inmunitaria: la persistencia de la infeccion viral requiere la evasion
de la deteccion y eliminacién de las células virales por parte del sistema
inmune. Estos procesos de evasion pueden ocurrir por diferentes vias; en
ciertos casos, los virus presentan antigenos de superficie muy variables que
conducen a la sintesis de un exceso de anticuerpos, no neutralizantes, que
pueden llegar a interferir con los que si tienen esa capacidad de neutralizacion.
Otro mecanismo de evasion se ha observado en ciertos tumores en los que la
respuesta inmunitaria se evita mediante la deplecibn de la expresion de
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). Muchas
infecciones viricas toman como diana a células de Langerhans,
comprometiendo asi la eliminacién de la infeccion por alteracion de los
mediadores en el montaje de la respuesta inmune. En verrugas genitales se ha
observado una disminucion notable del nimero de células de Langerhans, con
la consiguiente disminucién de la capacidad de presentacién antigénica.
También se han constatado importantes disminuciones de la actividad de las
células Natural Killer (NK), con funciones de inmunidad inespecifica, en

lesiones premalignas y malignas®.
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4 DIAGNOSTICO, TRATAMIENTO Y SEGUIMIENTO DE LAS LES IONES

PRECURSORAS DEL CANCER DE CERVIX

4.1 Cribado del cancer de cuello uterino

Se define cribado como la identificacion de individuos sospechosos entre una
poblacién o subgrupo, susceptibles de sufrir una enfermedad alin no manifiesta,

mediante una investigacién no requerida por el paciente®*.
Existen tres tipos de cribado:

» Cribado poblacional: tiene estructura propia, utiliza una base censal para la
captacion de las personas del grupo de edad seleccionado como diana, con
sistemas de rellamada a las no asistentes, solo ofrece la técnica de cribado
validada y cuenta con circuitos propios de derivacion, tratamiento y seguimiento

de los casos detectados.

e Cribado oportunista: no tiene estructura propia ya que aprovecha para su
captacién la consulta realizada por la persona al Sistema Sanitario, con lo que
penaliza la equidad (el que no consulta “no es cribado”) crea confusion
metodoldgica cribado / asistencia y es dificilmente eficiente y eficaz: tiende a
reiterar innecesariamente la practica del test de cribado y le resulta muy

problemético alcanzar niveles suficientes de cobertura.

» Cribado mixto: Es especialmente necesario cuando la enfermedad presenta

una incidencia baja. Consiste en establecer un cribado oportunista pero que
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prevea mecanismos de captacion para las mujeres que no consulten al Sistema

Sanitario.

En Espafa, la estructura del cribado es oportunista. Los resultados del estudio
AFRODITA indican que la cobertura del cribado oportunista del cancer de cérvix en
Espafa, practicando una citologia cada 3 afos, es del 75,6% en mujeres de 18 a 65
afios sexualmente activas. Sin embargo, este estudio ha evidenciado que la
cobertura es insuficiente en mujeres mayores de 55 afios (66%), en las que habitan
en areas rurales (66%) y en las mujeres con un nivel socio-economico bajo (65%) y

en ciertas Comunidades Auténomas entre las que se encuentra Andalucia (66%)>2.

La practica oportunista ha penalizado los resultados: la tendencia al incremento de la
tasa de incidencia del cancer de cérvix es constante, del orden del 1% anual en su
variedad escamosa. La falta de cobertura suficiente, déficit caracteristico de los
programas oportunistas, es el principal problema: la inmensa mayoria (80%) de las
mujeres que desarrollan cancer de cérvix no han sido atendidas adecuadamente por
los programas preventivos, con una proporcion que permanece estable en los

Gltimos diez afios™.

Probablemente este aumento de la incidencia del cancer de cérvix pueda ser mas
acusado en los proximos afios, como consecuencia de los cambios en la conducta
sexual de las generaciones mas jovenes y probablemente por el gran nimero de
poblacién inmigrante en Espafia. En este grupo hay poblaciones procedentes de
paises con una elevada incidencia de cancer de cérvix, como Europa del Este,

Latinoamérica, el sureste de Asia y Africa, no cribadas previamente®,

La prevencion secundaria del cancer de cérvix mediante deteccion precoz de
lesiones cervicales preinvasoras se considera fundamental para el control de la
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enfermedad. La prueba de eleccidn es la citologia de Papanicolau, que se basa en el
estudio morfologico de las células obtenidas por exfoliacion espontanea o inducida
del epitelio cervical. Pese a que no hay ningun ensayo clinico aleatorio que
demuestre la eficacia de la citologia, la evidencia a partir de los estudios
observacionales muestra una disminucion de la incidencia y mortalidad por cancer
de cuello de atero y hace que este test sea recomendado en el cribado de esta
patologia®®. La citologia cervical esta4 considerada como uno de los procedimientos
mas eficaces en medicina preventiva, y probablemente como el mas eficaz en
prevencion de cancer, a pesar de que, como ya se ha mencionado, no existen
estudios controlados que lo demuestren. Aun asi, la citologia es un test calificado
como de rentabilidad suboptima, puesto que la frecuencia de falsos negativos puede
ascender hasta el 50% para las lesiones de bajo grado y entre el 6 y el 45% para las
lesiones de alto grado. Esta técnica, por tanto, presenta una relativa baja
sensibilidad (75-80% para lesiones de alto grado), pero con una elevada

especificidad (95%)>*>*.

La Sociedades Espafiolas de Ginecologia y Obstetricia y de Patologia Cervical y
Colposcopia establecen una serie de recomendaciones para el cribado de cancer de

CErvix:
* Primera citologia a los tres afios de inicio de las relaciones sexuales.

« Citologia anual durante los dos primeros afos, si valorables y negativas realizar

citologia cada tres afios.

» Sin existe disponibilidad de test de VPH, a los 35 afos realizarlo junto con la

citologia.

27



INTRODUCCION

v' Ambos negativos: repetir ambas pruebas cada 5 afios.

v’ Citologia negativa y test de VPH positivo: repetir ambas al afio.

v’ Citologia positiva: protocolo de citologia anormal

» Si se cumple adecuadamente el cribado finalizarlo a los 65 afios.

En los dltimos afios la citologia en medio liquido se ha convertido en una alternativa
importante a la citologia convencional en portaobjetos. Aunque en la actualidad no
se dispone de evidencias suficientes para afirmar una mayor precision de la citologia
en medio liguido para predecir lesiones histologicas de CIN 2 o superior, se
reconoce que proporciona una mejora en la calidad y velocidad de interpretacion,

ademas de ofrecer la posibilidad de determinacién de ADN viral en la muestra®~®°.

Los resultados de la citologia se clasifican segun el sistema Bethesda (tabla 3).

La conducta diagndstica ante una citologia anormal seria:

» Atipia de células escamosas, de significado indeterminado (ASC-US). En las
mujeres con ASC-US, si no se dispone de colposcopia con facilidad, existen
dos opciones para seleccionar las que precisan de todos modos ser enviadas a

colposcopia:

v/ Control con 3 citologias repetidas, cada 4-6 meses, hasta obtener dos
citologias negativas en cuyo caso se devuelve a la mujer al programa de
cribado. En presencia de una nueva citologia de ASC-US o SIL se remitira

a colposcopia.
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v' Seleccion mediante determinacién de VPH-AR, remitiendo a colposcopia

los casos positivos.

» Lesion escamosa de bajo grado (LSIL). En las mujeres con citologia de LSIL se
prefiere realizar siempre una colposcopia, no sélo para descartar una posible
lesion mas avanzada, lo que ocurre en un 20-25% de los casos, sino también

para orientar acerca de la patologia asociada al VPH y eventualmente tratarla.

» Lesion escamosa de alto grado (HSIL) y ASC sin poder descartar HSIL (ASC-
H). Las mujeres con citologia de HSIL o carcinoma deben ser remitidas sin
demora para estudio con colposcopia/biopsia. Se enviaran también a
colposcopia las mujeres incluidas dentro de la nueva categoria Bethesda de

atipia de células escamosas sin poder excluir una lesion de alto grado (ASC-H).

» Atipia de células glandulares (AGC). Adenocarcinoma in situ (AlIS). En las
mujeres con atipia de células glandulares (AGC) el riesgo de una lesion
escamosa o glandular de alto grado es superior al 30%.Todas ellas, asi como
las mujeres con citologia de adenocarcinoma in situ endocervical (AIS) se

deben estudiar.

4.2 Colposcopia

La colposcopia es una técnica complementaria para la exploracion del tracto genital
inferior. Su objetivo es la localizacién y descripcion topogréafica de las lesiones del
tracto genital inferior. Mitchell y colaboradores en un meta-analisis establecen una

sensibilidad del 95% cuando se diferencia entre colposcopia normal y anormal, con
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una especificidad del 45%°’. La citologia y la colposcopia utilizadas conjuntamente

ofrecen un valor predictivo negativo para CIN 3 o superior del 100%.

Cuando se indica el estudio colposcopico como consecuencia de alteraciones en la

citologia cervical, se persiguen una serie de objetivos que serian:

e Confirmar la existencia de Ilesiones, localizarlas y determinar sus

caracteristicas, permitiendo asi la realizacion de biopsias dirigidas.
» Descartar la presencia de un cancer invasor.
» Establecer el grado lesional.

» Seleccionar la conducta terapéutica y el tipo de tratamiento, de ser éste

necesario.
Técnica de realizacién de la colposcopia: consta de varios tiempos:
» Ajuste personal del colposcopio.

» Examen directo sin preparacion: Se efectuara una primera observacion directa

con el colposcopio a bajo aumento.

« Examen colposcoépico tras preparacion: En primer lugar se procede a la
aplicacién de acido acético al 3%, lo que producira la desaparicion del moco
cervical en 15-20 segundos y revelara las diferentes lesiones acetoblancas.
Una vez localizada la imagen colposcoOpica, ésta se observard con los
diferentes aumentos. Posteriormente se procede a la aplicacién de lugol, lo que

se conoce con el nombre de Test de Schiller.
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 Toma de biopsias: Después de la anterior delimitaciéon y localizacién de las

lesiones se procedera a realizar la biopsia dirigida de las mismas.

La terminologia colposcépica vigente ratificada por el Comité de Nomenclatura de la
Federacion Internacional de Patologia Cervical y Colposcopia en el congreso de

Barcelona 2002, se indica en la tabla 5.
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TABLA 5: Terminologia colposcopica Barcelona 2002

I. Hallazgos colposcépicos

normales

A.Epitelio escamoso original
B. Epitelio columnar o cilindrico
C.Zona de transformacion
a. En ectocérvix
b. Componente endocervical visible

c. Componenete endocervical no visible

II. Hallazgos colposcépicos

anormales

*Cambios mayores

A. Epitelio acetoblanco denso*

B. Mosaico fino

C. Mosaico irregular*
D. Punteado fino
E. Punteado grosero*

F. Yodo negatividad parcial

G. Yodo negatividad*

lll. Caracteristicas colposcépicas
sugerentes de cancer

invasor.

A. Superfice irregular, erosiva o ulcerada
B. Cambio acetoblanco denso
C.Punteado y mosaico extenso e irregular

D.Vasos atipicos

IV. Colposcopia insatisfactoria

A.Unién escamocolumnar no visible
B.Inflamacién o atrofia graves, traumatismo

C.Cuello uterino no visible

V. Hallazgos miscelaneos

A.Condiloma
B.Queratosis
C.Erosién
D.Inflamacion
E. Atrofia
F.Deciduosis

G. Pdlipos

32



INTRODUCCION

4.3 Determinacién del virus del papiloma humano

Actualmente se reconoce que practicamente todos los canceres cervicales, tanto de
tipo escamoso como glandular, estan causados por infecciones cervicales
persistentes por alguno de los tipos de VPH oncogénicos. Ademas, el desarrollo de
sistemas moleculares de deteccion del VPH de forma fiable, exacta y reproducible,
ha planteado su posible beneficio en la deteccion de lesiones precursoras de cancer

de cérvix.

Las pruebas para la deteccién del VPH analizan la presencia de secuencias de ADN
viral y se basa en la especificidad complementaria entre las bases nitrogenadas de
los &cidos nucleicos. EI modo de deteccion de los hibridos, la composicion de las
sondas de ADN y la existencia o no de amplificacibn marcan las diferencias entre las
técnicas existentes™®. Asi pues, los dos métodos mas utilizados en la préactica clinica

son la captura hibrida y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

e Captura de hibridos: Es una técnica de amplificacion de la sefial. La actual
captura de hibridos de segunda generacion (HC2), es la Unica técnica
molecular aceptada actualmente por la FDA para uso clinico, y tiene una
adecuada relacion entre sensibilidad y especificidad. Utiliza dos sondas una
para VPH de alto riesgo y otra para el grupo de VPH de bajo riesgo. EI umbral
de corte con significacion clinica, se ha establecido en 1 pg/ml de ADN

equivalente a unas 100000 copias de virus.

* PCR: Es un método de amplificacion molecular que permite identificar muy
pequefias cantidades de ADN, pudiendo detectar hasta 10 copias de ADN del

virus entre 1 millon de células. Para realizar este método se deben conocer las

33



INTRODUCCION

secuencias de los nucleotidos buscados con el fin de producir los 20-35
nucleotidos necesarios para formar los cebadores de consenso 0 primers.
Estos cebadores se emplean para dirigir la sintesis de ADN en direcciones
opuestas y superpuestas. El resultado de la PCR es el aumento exponencial
del ADN buscado. Los cebadores mas utilizados son PGMY09/11, GP5+/GP6+
y SPF10. Su principal ventaja es que permite identificar el tipo especifico de

VPH.

La exactitud de las técnicas PCR y HC2 para detectar CIN 3 o cancer es semejante.
En el estudio ALTS, la PCR obtuvo una sensibilidad y una especificidad clinica del
87,4 y el 55,6%, mientras que con el HC2 éstas fueron del 92,5 y el 51,1%

respectivamente™®.

La sensibilidad de la prueba de deteccion de ADN de VPH en relacion con la
citologia es sistematicamente superior para la deteccion de lesiones subyacentes de
alto grado en todos los estudios (91,1% frente a 61,3% respectivamente). Por otra
parte, la especificidad es mayor (93,5% frente al 89,3%) para la citologia, aunque
tiene una homogeneidad menor ya que sus resultados varian mas en funcién de las

condiciones en que se realice®.

La prevalencia de la infeccion por VPH es del 10% en mujeres con citologia normal,
siendo la infeccién por multiples genotipos inferior al 5%. En pacientes con neoplasia
cervical intraepitelial la prevalencia de la infeccion por VPH es superior al 90%. La
coinfeccion por varios genotipos de VPH es mas frecuente en lesiones de alto grado

y en pacientes jovenes® %23,

En cuanto a la aplicabilidad clinica de la deteccién de VPH, actualmente se indica en
los siguientes casos:
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Seleccidon de mujeres con citologia ASC-US para identificar las que precisan

estudio colposcopico.

Seguimiento de pacientes con diagndéstico de CIN 1 confirmado con biopsia,

tras realizacidén de colposcopia.

Control después de tratamiento de neoplasias intraepiteliales, para predecir

curacion o posible recidiva.

En el cribado de mujeres de mas de 35 afios junto con la citologia.

Tratamiento de la neoplasia cervical intraepite  lial

Modalidades de tratamiento:

» Tratamientos destructivos locales: no tenemos material para estudio

histoldgico. Los tratamientos destructivos solo tienen indicacion en el condiloma
cervical o en la CIN 1-2, siempre que se cumplan las siguientes condiciones:
lesion pequefia totalmente Vvisible, confirmada mediante colposcopia
satisfactoria, y con ausencia de lesion endocervical verificada mediante legrado
o citologia con cepillado, y asegurando su seguimiento®. Entre los

tratamientos destructivos utilizados en la actualidad encontramos:

v Criocoagulacion: congelacion con nitrégeno liquido en dos fases de tres
minutos con 5 minutos entre ambas. Es un procedimiento ambulatorio de

facil aplicacion, con una morbilidad baja e indoloro.

v Vaporizacion laser: Es un método Util en lesiones extensas que afectan a

vagina y de dificil acceso. El principal inconveniente es su elevado coste.
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* Tratamientos escisionales: existen diferentes métodos:

v" Conizacién con bisturi frio: cada vez menos usada ya que requiere
anestesia y hospitalizacion. Ademas tiene una mayor morbilidad, aunque la

pieza no tendra artefacto térmico.

v/ Escisibn con asa de diatermia: LEEP o LLETZ (del inglés, loop
electrosurgical excision procedure y large loop excision of the
transformation zone, respectivamente). La técnica consiste en la exéresis
de toda la zona de transformacion, incluyendo la totalidad de la lesion,
mediante un asa de alambre conectada a un generador de corriente de alta
frecuencia. Se trata de un método ambulatorio, rapido, de facil aprendizaje
y econdémico, con adecuada recuperacion anatomica del cuello y alta tasa

de curacion.

v Conizacién con laser: se realiza de forma ambulatoria con anestesia local.
Permite el disefio del tamafio del cono individualizado para cada caso, en
funcién de la morfologia del cuello y de la topografia de la lesion, con
minimas complicaciones intraoperatorias Yy postoperatorias. Como
desventaja encontramos su elevado coste y una mayor dificultad de

aprendizaje.

v/ Histerectomia: es un procedimiento radical poco usado hoy en dia para el
tratamiento de lesiones intraepiteliales. Conlleva un mayor riesgo de
complicaciones, e incluso mortalidad asociada cuando se compara con los

demas métodos.
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El tratamiento escisional es de eleccion en las mujeres con CIN 2-3. Actualmente se
realiza con preferencia mediante asa diatérmica con anestesia local y de forma
ambulatoria. Las indicaciones para cualquier tipo de conizacidon son las siguientes:
CIN 2 y 3, zona de transformacion tipo 3, discrepancia entre técnicas diagnosticas,
sospecha de microinvasion, adenocarcinoma in situ de endocérvix y recurrencia

post-tratamiento destructivo™.

Segun el dltimo consenso de la ASCCP (American Society for Colposcopy and
Cervical Pathology) de 2006, no se recomienda un proceso escisional o ablativo en
ausencia de un diagndstico histologico de CIN en las pacientes con citologia de
LSIL, ya que el manejo terapéutico de la patologia premaligna cervical se apoya en
el diagndstico histolégico. En general, las lesiones intraepiteliales de bajo grado

muestran una elevada tasa de regresion espontanea en ausencia de tratamiento.
El manejo de CIN 1 difiere segun la citologia previa®*:

« CIN 1 precedida de citologia ASC-US, ASC-H o LSIL. Se recomienda
seguimiento mediante test VPH-AR cada 12 meses o citologia cada 6 meses
con colposcopia si cualquier prueba resulta alterada. En el caso de que el test
viral sea negativo y se obtengan dos citologias consecutivas negativas la
paciente puede volver al cribado poblacional. Si la CIN 1 persiste mas de dos
afos se acepta continuar el seguimiento o tratar a la paciente. Si se opta por
tratar la lesion y la colposcopia es satisfactoria, los tratamientos escisionales y
los ablativos son igualmente eficaces. Si la colposcopia es insatisfactoria, el
estudio endocervical es positivo o la paciente habia sido tratada previamente,

es recomendable un procedimiento escisional.
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» CIN 1 precedida de citologia HSIL o AGC-NOS. En este caso es aceptable la
practica de un procedimiento escisional o la observaciébn con citologia y
colposcopia a los 6 meses, practicando un procedimiento escisional ante un

nuevo resultado citolégico de HSIL/ACG.

Existe consenso en que el tratamiento de CIN 2-3 reduce la incidencia y mortalidad
por cancer de cérvix. Los métodos escisionales son los de eleccion porque permiten
obtener tejido para el estudio anatomopatoldgico y reducir asi el riesgo de un cancer
microinvasor o invasor oculto. Esto es especialmente importante en pacientes con
lesiones de alto grado extensas o lesiones que se introducen en el canal

endocervical y en mujeres tratadas previamente por una CIN.
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4.5 Protocolo de seguimiento de lesiones neoplasica s cervicales

intraepiteliales

El protocolo de seguimiento que se recomienda en la actualidad se resume en la

figura 4.

FIGURA 4: Control post tratamiento de la CIN

Primer control, en la unidad especializada que realizo el tratamiento (a los tres meses con margenes

afectos y a los seis meses con margenes libres)

Citologia, colposcopia, ADN-VPH

Margenes afectos o colposcopia no valorable: Estudio endocérvix

ADN-VPH positivo / Citologia:LSIL Citologia =2HSIL
Todo negativo

Citologia: negativa Colposcopia-Biopsia:CIN | Colposcopia-biopsia 2CIN 2

Colposcopia: negativa Endocérvix:negativo Endocérvix:positivo

Citologia y ADN-VPH a los | - LI — ReC(!Jnizaci(’)n

Citologia anual x 2 SEls TTESES ) Tratamiento es_cnsnonal o [ ]
destructivo
Valorat.)les y Ambas [ Cualquiera positiva ] Histerectomia:
negativos negativas

» Afectacion de dos o tres
margenes sin deseos
genésicos

* Imposibilidad de control

* Patologia benigna asociada

[ Cribado ] [ Colposcopia ]

A pesar de que los tratamientos anteriormente expuestos presentan una tasa de

exito superior al 95%, es fundamental, y asi debe transmitirse a las pacientes
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realizar un seguimiento posterior, ya que ninguna terapia puede asegurar la curacion

definitiva.

Los objetivos del seguimiento son la deteccion de persistencia (enfermedad residual)
y la deteccion de recurrencias (enfermedad “de novo”). Entenderemos por
enfermedad de “novo” cuando habiendo transcurrido un afio tras el tratamiento,
durante el cual se ha seguido un estricto control sin detectarse enfermedad residual,
aparece ésta'®. Sin embargo, esta distincion tedrica es poco aceptada en la mayoria

de los estudios como factor discriminante de fracaso terapéutico.

El examen colposcopico post tratamiento puede ser dificil debido a que a menudo
pueden aparecer imagenes colposcopicas sospechosas y que lo Unico que traducen

€s una reparacion tisular.

Recientemente, se ha incorporado la deteccion del ADN-VPH de alto riesgo a los
seis meses del tratamiento, ya que se ha demostrado que en pacientes tratadas por
HSIL si el ADN del VPH era positivo a los seis meses, la cifra de recurrencia era del
52%. La sensibilidad del test viral para detectar lesion persistente o residual alcanza
el 90% a los seis meses de tratamiento y se mantienen asi hasta los 24

meseSG5,66,67'

El mayor numero de fallos de tratamiento se observa en lesiones extensas y cuando
los margenes de reseccion se encuentran afectos, aunque esto Ultimo no siempre
implica la presencia de enfermedad residual ya que la destruccién térmica del tejido
circundante hace que en general, no se detecten en el seguimiento lesiones
persistentes. El riesgo de persistencia o recurrencia tras la conizacion si los

margenes estan afectos es del 10-33% segun estudios recientes®®®.
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En cualquier caso y cualesquiera que sean los factores prondésticos de la paciente,
es fundamental realizar un seguimiento a las pacientes tratadas por CIN puesto que

tendran mayor riesgo de padecer un cancer cervical invasor.

5 RESPUESTA INMUNITARIA NORMAL EN EL TRACTO GENITAL INFERIOR

5.1 Conceptos basicos de inmunologia

El sistema inmunitario se encarga de detectar la presencia de agentes extrafios, los
destruye con el menor dafio posible para el huésped, generando una memoria
inmune con el fin de defenderse de futuras reinfecciones. De hecho, el sistema
inmune ha desarrollado una variedad de respuestas apropiadas para combatir cada
tipo de patdgeno, al mismo tiempo que mantiene la tolerancia a los componentes del

propio organismo.

Para eliminar un patégeno que haya establecido una infeccion, lo primero que debe
hacer el sistema inmune es reconocerlo como tal y a continuacién desarrollar una
respuesta adecuada para destruirlo. Existen dos tipos de respuesta: la innata y la

adquirida.

La inmunidad innata o natural: Esta practicamente desarrollada desde el
nacimiento y carece de especificidad; es constante en el tiempo porque no tiene
memoria y es la primera linea de defensa. En ella se incluyen todo tipo de barreras
frente a la infeccion: fisicas (epitelios, cilios, arrastre de fluidos, flora bacteriana,...),

quimicas (secreciones mucosas, variaciones de pH, lactoferrina, lisozima...),
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celulares (macréfagos, neutréfilos, células NK) y mediadores (sistema del
complemento, citoquinas, reactantes de fase aguda). Asi pues, se basa en la
activacion tanto de wuna serie de moléculas preformadas (proteinas del
complemento), como de células (monocitos/macréfagos, neutrofilos y mastocitos),
que tienen receptores innatos para mdultiples patdégenos. Algunos mecanismos
innatos no actdan inmediatamente, sino que se inducen en respuesta a la infeccion,
como son las células citoliticas naturales (linfocitos NK), o ciertas moléculas como
los interferones (especialistas en defendernos de los virus), las citoquinas y otros

mediadores que producen inflamacion.

La inmunidad adaptativa o adquirida:  Se suma a la innata perfeccionandola, ya
gue permite reconocer patégenos con los que nunca se ha entrado en contacto. Los
responsables principales de la inmunidad adquirida son los linfocitos T y B. Los
linfocitos son capaces de reconocer a los patdgenos tanto fuera (linfocitos B) como
dentro de las células del organismo (linfocitos T). La base del reconocimiento de los
diferentes patdgenos es la gran variabilidad de linfocitos T y B diferentes, presentes
en nuestro organismo, lo cual les permite reconocer practicamente cualquier
estructura molecular de una forma especifica. De esta manera por mucho que mute
0 cambie un microorganismo siempre existiran algunos linfocitos capaces de
reconocerlo. Esta respuesta se caracteriza porque se aprende y en caso necesario

se reproduce (memoria).

Dentro de la inmunidad adquirida hay dos clases de respuesta segun el proceso que

la origine:
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» La respuesta celular: desencadenada por infeccion intracelular (ya sean virus,
bacterias, hongos y protozoos), células tumorales (productoras de proteinas

an6malas), y macrofagos cargados de productos de dificil digestion.

* La respuesta humoral: que se especializa en la eliminacion de antigenos
presentes en el suero o en los tejidos y fluidos de nuestro organismo, como las

bacterias extracelulares clasicas, las toxinas y los helmintos.

Cada respuesta tiene como protagonista a un tipo de células y/o sustancias que

analizaremos a continuacion:

En la respuesta innata toman parte macréfagos, neutréfilos y células NK.

* Los macréfagos reciben también el nombre de histiocitos (en tejidos) o
monocitos (en sangre). Se activan por lipopolisacéaridos (LPS), el interferon
gamma (IFNy) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). Secretan
interleucinas (IL) 1 y 6, TNFa y beta (TNFB). Se encargan de la presentacion de
antigenos tras procesarlos y de fagocitar y eliminar los residuos tanto celulares

como tisulares.

» Los neutrdfilos se encargan de fagocitar. A diferencia de los macrofagos, los
neutrofilos permanecen en el torrente circulatorio hasta que se produce una
respuesta inflamatoria. Solo en el curso de una inflamacién se extravasan al
lugar de la infeccion donde colaboran con los macrofagos en la fagocitosis de

los microorganismos.

» Las células NK son linfocitos granulares grandes, no B no T, con receptores
para lo propio, para la IL2, IL12 y el IFNa y TNFa. Entre sus funciones se
encuentra la inmunidad celular en el compartimento vascular, la produccién de

43



INTRODUCCION

TNFa, la citotoxicidad inespecifica mediada por IL12, atacan a ceélulas
indiferenciadas que no expresan HLA-1 (moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo 1), como ocurre con las células tumorales y la
citotoxicidad especifica mediada por IL2 y por anticuerpos Ig G. Se han
realizado estudios que demuestran la asociacion entre una mayor
susceptibilidad a infecciones virales y deficiencias en la funcion de las células
NK. Ademas, un descenso en la actividad NK se asocia con la reactivacion de

infecciones latentes por VPH.

En la respuesta adquirida, el papel de los linfocitos es fundamental.

Los linfocitos B se producen en la médula désea. Se transforman en células
plasmaticas al ser activados por un antigeno (HLA independientes), y producen
anticuerpos especificos contra ese antigeno. Los linfocitos B activados que no se
transforman en células plasmaticas quedan como linfocitos B de memoria, para que
en un segundo contacto con ese mismo antigeno la respuesta sea mas rapida y mas

intensa.

* Los linfocitos T se producen en la médula 6sea y maduran en el timo.
Responden fundamentalmente a la presentacion (HLA dependiente) de
antigenos tisulares y de la membrana de las células. Al activarse, el linfocito T
presenta otras moléculas en su superficie que acttan como coestimuladoras,
cuyos ligandos en las células presentadoras de antigeno son las moléculas B7.
Si el reconocimiento del antigeno se produce en ausencia de sefales
coestimuladoras se desencadena un fendmeno de tolerancia inmunoldgica.
Hay dos subtipos de linfocitos, los CD4 hellper-cooperadores y los CD8 o

citotoxicos-supresores.
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v'CD4: Ayudan a los linfocitos B 'y T CD8, por lo que su accion es indirecta.
Los antigenos deben serle presentados unidos a moléculas HLA Il. Dentro

de los CD4 hay dos subclases:

» Thl: La IL12 secretada por los macrofagos favorece la respuesta de
estas células que sintetizan IFNy e inhiben la produccién de IL4 por
las Th2, favoreciendo la respuesta celular y participando en la
hipersensibilidad retardada y en la defensa frente a los patdgenos

intracelulares.

» Th2: Producen IL4, IL5, IL6 e IL10, inhibiendo la produccion de IFNy,
sobre todo, la IL4. Favorecen la respuesta humoral y participan en
reacciones de hipersensibilidad inmediata y en la defensa frente a

parasitos.

v CD8: Destruyen células que expresan antigenos no propios asociados a
HLA | producidos dentro de la propia célula (LT CD8 citotoxicos). En la
citotoxicidad participa el FAS-L que ellos expresan y la liberacion de
sustancias lesivas acumuladas en granulos: perforinas, fragmentinas,
nucleosina. Impiden la accién de los linfocitos T y B, interviniendo en
mecanismos de supresion de la respuesta inmune (LT CD8 supresores).
También quedan clones de CD8 de memoria, pero para ser activados

necesitan la cooperaciéon de los CD4.

Se ha puesto de manifiesto que la expresién anormal de CTLA-4 (antigeno 4 del

linfocito T citotéxico), molécula inhibidora expresada tanto por células B como T

produce alteraciones en la respuesta inmune y se asocia con una mayor

predisposicion a determinados canceres®. Ademas los niveles circulantes de la
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isoforma soluble de CTLA-4, que parecen ser menores en aquellos con el genotipo
GG, se han relacionado con diferentes patologias autoinmunes’®’*. Por otra
parte, el genotipo AA se ha relacionado con incremento en el riesgo de cancer de

cérvix”.

La expresion de receptores de quimiocinas controla la migracion de las células T y
permite la identificacion de estas células T y su clasificacion en diferentes subgrupos
con diferentes funciones, por lo que dentro de los linfocitos CD4 y CD8 existen
diferentes subpoblaciones en funcion de los receptores de citoquinas expresados en

superficie.

Asi pues, los linfocitos T CD4 que expresan CCR4 y CCR6 pertenecen a la familia
Th17, que secreta fundamentalmente citoquina IL17, que esta envuelta no solo en la
respuesta inflamatoria aguda, sino también en determinadas enfermedades
autoinmunes. La respuesta Thl7, ademas, se ha asociado con determinados

aspectos del desarrollo tumoral”.

CCR5 es un receptor expresado por parte de linfocitos T, macrofagos y células
dendriticas y al que se unen fundamentalmente quimiocinas como RANTES vy
MCP1’’. CXCR3 se expresa principalmente en linfocitos T activados, células NK y
algunas células epiteliales y endoteliales’®. CXCR3 y CCR5 se expresa
preferentemente en células Thl, mientras que las células Th2 favorecer la expresion

de CCR3y CCRA4.

CD25 es una proteina transmembrana que constituye una parte del receptor para
IL2, que se expresa en linfocitos T y B activados, dentro de éstas destacan
CD4CD25™", que son células T reguladoras que expresan niveles elevados de la
cadena a del receptor de IL2 y que se han relacionado con la tolerancia frente a
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antigenos propios. Por otra parte, se ha observado incremento de su frecuencia en
sangre periférica en determinados canceres’®®. Otro antigeno expresado en los
linfocitos seria CD45, que puede presentar diferentes isoformas, como CD45RO
expresado por células T memoria. CD27 es el receptor de TNF y resulta fundamental
en el origen y mantenimiento de la respuesta inmune mediada por células T,
emitiendo sefales que activan a NFkB (Nuclear Factor kB). CD28 es otra de las
moléculas expresadas por parte de las células T y que proporciona sefiales para la
produccion por parte de estas células de determinadas interleucinas como IL2 e IL6.
CD62L es una molécula de adhesion celular que juega un papel fundamental en las
interacciones linfocitos-células endoteliales. CD95 es un receptor de muerte celular,
también conocido como receptor Fas que cuando se une a su ligando FasL,
desencadena la via extrinseca de la apoptosis. Existe una relacion estrecha entre la
participacion del ligando Fas y la citotoxicidad mediada por los linfocitos T CD8,
mecanismo efector de gran importancia en la respuesta inmune antitumoral. Por
ejemplo, la inactivacion de las sefiales via Fas debida a la baja expresion de este
antigeno en la membrana puede llevar a la célula a una supervivencia anormal y

contribuir al desarrollo y progresion de células transformadas.
Por otra parte, el receptor CD19 es especifico de los linfocitos B.

Moléculas de histocompatibilidad: Son proteinas de membrana cuya funcion
bioldgica es la presentacion de péptidos derivados de proteinas intracelulares a los
linfocitos T. Son necesarias ya que ciertos patdbgenos acostumbran a ocultarse de
los anticuerpos, fagocitos y el complemento en el interior de nuestras células.
Existen dos tipos de moléculas de histocompatibilidad diferentes denominadas de

clase | (HLA 1) y de clase Il (HLA 11). Las moléculas de clase | presentan péptidos a
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los linfocitos T CD8, y las de clase Il a los CD4. Todas las células del organismo,
excepto los hematies y el trofoblasto fetal, expresan moléculas de clase I. Sin
embargo, solamente unas pocas células con funciones inmunoldgicas expresan
ademas, moléculas de clase IlI: son las células presentadoras de antigeno
profesionales. Las moléculas de histocompatibilidad son poligénicas, es decir,
existen diferentes versiones o0 genes tanto de clase | como de clase Il. Las
moléculas de clase | se denominan HLA-A, HLA-B, HLA-C. Las de clase Il se
denominan HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP. Sus genes se encuentran ligados en una
pequefia region del brazo corto del cromosoma 6 denominada complejo mayor de

histocompatibilidad (CMH)?".

El gen MICA es miembro de la familia MIC, que codifican proteinas relacionadas con
HLA |, que pertenecen a una nueva familia, recientemente identificada de moléculas
no clasicas del CMH. Las moléculas MIC son reconocidas por células T citotoxicas y

células NK.

Multiples estudios han demostrado repeticiones polimorficas del triplete (GCT)n en el
gen MICA. Estos polimorfismos han sido designados como A4, A5, A6, A9 y A5.1,

representando 4,5,6 y 9 copias de (GCT) y (GCT)4 (GGCT), respectivamente.

Las moléculas MICA se expresan frecuentemente en monocitos, células
endoteliales, células epiteliales, fibroblastos y queratinocitos, especialmente bajo
condiciones de estrés. Ademés son frecuentemente expresadas por tumores
epiteliales. Pero no todas las variantes genéticas codifican para MICA.
Especificamente el polimorfismo MICA 5.1 so6lo codifica una molécula MICA soluble
secretada y que no reside en la membrana celular, lo cual en el caso de los

homocigotos para MICA 5.1, da lugar a células desnudas para la molécula MICA®?.
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El grupo de genes y sus diferentes polimorfismos, que codifican las moléculas MICA
podrian tener relacion con diferentes canceres epiteliales, ya que estas moléculas

presentan niveles séricos mayores en pacientes con canceres epiteliales®® .

Las diferentes células involucradas en la respuesta inmune van a producir una serie

de sustancias:

» Citoquinas: son proteinas de bajo peso molecular con accién autocrina y
paracrina que sintetizan las células del sistema inmune en respuesta a los
patdgenos y a sus productos, 0 a otras sefiales relacionadas. Dentro de este
nombre se agrupan las proteinas llamadas linfocinas, monocinas, quimiocinas,
interleucinas, interferones y factores estimuladores de colonias. Los
productores mayoritarios de estas proteinas son los macréfagos y los linfocitos
T. Su accion se efectia a través de la estimulacion de los receptores
especificos para cada tipo de interleucina. Se caracterizan por cuatro
propiedades; pleiotrofismo (diferentes efectos biolégicos en diferentes tipos de
células), redundancia (diferentes citoquinas tienen el mismo efecto), sinergismo
(la combinacién del efecto de dos citoquinas es mayor que la suma de los
efectos individuales) y antagonismo (una citoquina inhibe o contrarresta a otra).
Hay interleucinas proinflamatorias como son la IL1, IL6, TNFa, I1L2, 1L12, IFNYy,

TNFB, IL16; antiinflamatorias como la IL10, TGF, INFa y IFN.

IL1 Alpha (IL1A) e IL1 Beta (IL1B) son producidas por monocitos, macrofagos y
células epiteliales y exhiben unas caracteristicas bioldgicas similares a TNFa,
incluyendo la respuesta del huésped a la invasion por diferentes
microorganismos, inflamacién y lesién tisular®*. Por otra parte, los diferentes

polimorfismos de IL1 se han asociado con canceres gastricos, hepaticos,
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pulmonares, colorrectales, vulvares, ovaricos y cervicales®>8087:8889.9091 F|

alelo T del gen que codifica para IL1 en la posicion 889 se ha asociado con

elevada produccién de dicha citoquina®.
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TABLA 6: Citoquinas involucradas en la respuesta in mune innata
Citoquina Célula origen Célula diana Funcién
Linfocitos T Induccién de fiebre
ILla Macrofagos
Macrofagos Activacion de linfocitos T
IL1B Epiteliocitos
Hipotalamo Activacion macroéfagos
Linfocitos T Activacion células T
Linfocitos Th2
IL6 Linfocitos B Activacion células B
Macrofagos
Hepatocitos Activacion fase aguda
Macro6fagos
Linfocitos T Diferenciacion de linfocitos Thl
IL12 Neutréfilos
NK Activacion linfocitos NK'y Tc
Células dendriticas
Linfocitos Tc Linfocitos Th Quimioatrayente
IL16 Leucocitos Monocitos CD4 Induccién del receptor IL2
Epiteliocitos Eosindfilos CD4 Induccién del HLA-DR
Macro6fagos
Inflamacion local
Linfocito Thl Fagocitos
Activacion del endotelio/linfocitos
TNFa NK Endoteliocitos
Induccién de fiebre
Mastocitos Linfocitos T, B y NK
Activacion fase aguda
Hepatocitos
IFNa Leucocitos Mdltiples Inducciéon de CMH |
Activacion presentacion
antigenos
IFNB Fibroblastos Mdltiples
Activacion células NK
Inhibicién replicacién viral
Formacion granuloma
Linfocitos, Th 1, NK, linfocitos Macréfagos Eliminacion micobacterias por los
IFNy
Tc Linfocitos Tc macro6fagos
Induccién CMH |
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TABLA 7: Citoquinas involucradas en la respuesta in mune especifica

Citoquina Célula origen Célula diana Funcién
Linfocito T, B, NK Activacion y crecimiento de linfocitos T, B,
IL2 Linfocitos Th 1
Monaocito NK 'y macréfagos
Linfocito T
Linfocitos Th 2 Activacion y diferenciacién de células B
IL4 Linfocito B
Mastocito Actividad antitumoral
Macrofago
Activacion, crecimiento y/o diferenciaién
Eosinofilo
IL5 Linfocito Th 2 de linfocitos B, eosindfilos y precursores
Linfocito B
hematopoyéticos
Linfocito T Activacion de subtipos de linfocitos T
IL9 Linfocitos T Precursor Crecimiento de precursores
hematopoyético Activacion de mastocitos
Linfocito B Inhibicién de macréfagos y de la
Linfocito Th 2
IL10 Linfocito NK produccion de citoguinas de células T
Macrofagos
Macrofago Activacion y diferenciacion de linfocitos B
Linfocito B Proliferacién y diferenciacion de células B
IL13 Linfocito Th 2
Monocito-macréfago Inhibicién de macréfagos
Induccién proliferacion de linfocitos B
IL14 Linfocito T Linfocitos B
Inhibicion secrecion Ig
Monocitos Activacion y crecimiento de T, B, NK'y
Linfocito T, B, NK
IL15 Fibroblastos macroéfagos.
Monocitos
Otras Proliferacion mastocitos
Linfocitos T Induccién de IL 6, IL 8 y adhesion (ICAM-
IL17 Linfocitos T Fibroblastos 1)
Macréfagos Proliferacion de linfocitos T
Inhibicion activacion de linfocito Ty
Linfocitos Th 2 Linfocito Th 1 macréfago
TGFB
Macrofagos Macrofago Induccién de sintesis de moléculas de
adhesion
Inflamacion
Macré6fago Macré6fago
TNFB Activacion
Endotelio Endotelio
Citolisis
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El TNFa es el principal iniciador de la respuesta inflamatoria (una respuesta
innata inducida), ya que actia sobre los vasos sanguineos de la zona
infectada, provocando un incremento del diametro y la permeabilidad vascular,
permitiendo con ello la acumulacion de inmunoglobulinas, complemento y otras
proteinas sanguineas. Por otro lado, el TNFa también induce la expresion de
moléculas de adhesion en el endotelio, facilitando la unidon de los leucocitos

circulantes y la migracion de éstos al interior del tejido linfatico.

El papel critico de TNFa en la enfermedad inflamatoria cronica esta bien
establecido y sus efectos promotores tumorales han sido demostrados, siendo
un factor importante relacionado con la iniciacién, proliferacion, angiogénesis y

metéstasis de varios tipos de cancer®.

Su gen correspondiente esta localizado dentro del CMH en el cromosoma 6,
posicion 6p21.3, adyacente a los genes de las linfotoxinas alfa y beta (LTa y
LTB). Ambos genes estan incluidos en el locus denominado TNF. Se han
descrito varios polimorfismos dentro del gen del TNF. Hasta el momento se han
descrito cinco microsatélites con multiples alelos y, a partir de ellos, se han
conformado diferentes haplotipos. Hay también datos de los siguientes
polimorfismos de nucledétido unico (SNP, single nucleotide polymorphisms) en
la region promotora del gen del TNFa: -1031 T/C, -863 C/A, -857 C/A, -851 C/T,
-419 G/C, -376 G/A, -308 G/A, -238 G/A, y -49 G/A. El alelo en la posicion -308
(denotado como TNF2) ha sido el mas estudiado y esta asociado a una alta

transcripcion del gen de TNFa®*%,

El IFNy es la principal citoquina de las sintetizadas por las células Thl y NK,

encargada de activar a los macréfagos, de la formacion de granulomas y de la
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activacion de CMH |I. Es particularmente eficaz en el control de infecciones

producidas por virus.

Existen 8 tipos diferentes de alelos para el gen que codifica el IFNy, variando
su frecuencia en funcion de las razas. Asi, en la poblacién caucasica son poco
frecuentes los alelos 15 y 18, mientras que son mas frecuentes en la poblacion
asiatica. El numero que recibe cada alelo depende de las veces que se repite la
unidad CA, dentro del primer intrén del gen del interferén. Asi en el alelo 12
encontramos 12 repeticiones y asi sucesivamente. Por otra parte, el
polimorfismo (CA)n dentro del primer intron del gen del IFNy informa de que
alelos lo componen, y por tanto, de si es homocigoto o heterocigoto y esta
relacionado con la secrecion de dicho interferon. El alelo 12 se ha relacionado
con elevada produccion de IFNy. Por el contrario, el alelo 13 se ha asociado
con niveles disminuidos de IFNy. El significado funcional de otros alelos no se
conoce claramente, aunque parece ser que el alelo 14 se asocia con elevada

expresion y el 18 con baja expresion de IFNy®®.

Los diferentes polimorfismos del IFNy se han relacionado con una mayor
predisposicibn a patologias autoinmunes y cierta susceptibilidad a

neoplasias®’ .

Asi pues, niveles elevados de esta citoquina se asociarian con un aclaramiento
mas rapido de la infeccidon por VPH, mientras que una expresion intratumoral
disminuida de IFNy se asocian con la aparicion de neoplasias cervicales
intraepiteliales y un peor pronéstico en el cancer de cérvix®*19191192 paor otra
parte, en los tumores secundarios a inflmacién crénica, una elevada produccion

de IFNy, puede contribuir al crecimiento tumoral y a la progresion del mismo.
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Otras citoquinas, las quimiocinas, atraen selectivamente a los leucocitos. Las
guimiocinas son un conjunto de citoquinas quimiotacticas producidas por varios
tipos celulares (monocitos, macrofagos, linfocitos T, fibroblastos, células
endoteliales). Son potentes quimioatrayentes de los leucocitos y sus funciones
proinflamatorias son independientes de la respuesta inmune adaptativa. Dentro
de esta superfamilia se encuentran mas de 50 proteinas que se engloban en
familias de acuerdo con la configuracion de dos residuos de cisterna situados

cerca del extremo aminoterminal de la proteina®" (tabla 8).

TABLA 8: Quimiocinas

Quimiocinas Estructura ICélula origen Célula diana F  uncion
Familia CXC

IL8, PF4, GROa, GRO, Neutrdfilos

GROy, NAP-2, ENA 78, GCP- linfocitos

2, IP10, Mig, SDF-1

Familia CC Mondémeros o
¢ Quimiotaxis
RANTES, MIP- 1a, MIP-18, dimeros de 7-15
* Induccién de
MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP- kD, solubles o Leucocitos
moléculas de
4, MCP-5, Eotaxina,DC-CK1 unidos a Endoteliocitos Monolitos
adhesion
Familia C proteoglicanos de Linfocitos
* Activacion
Linfotactina los endotelios Eosindfilos
SCM-1B Basofilos
Familia CX3C
Fractalcina

Neurotactina

La quimiocina RANTES se cree que puede tener un papel antitumoral a través
de la inmunidad celular. Diferentes polimorfismos de RANTES se han asociado

con riesgo elevado de cancer de pancreas y de prostata, apoyando la hipotesis
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de que diferentes polimorfismos de genes proinflamatorios en combinacion con

otras condiciones pueden influir en el desarrollo de tumores*®310410,

Dentro de la familia de quimiocinas CC se encuentra MCP-1, que posee
actividad quimiotactica para monocitos y linfocitos T**®%” y ha sido propuesta
para jugar un papel clave en el reclutamiento de macrofagos, en la expresion
de factores angiogénicos y activacion de la matriz de metaloproteinas en
pacientes con cancer de mama y cancer gastrico'®. Variantes genéticas dentro
de las regiones reguladoras de MCP-1 que afectan a la transcripcion y a la
produccion de proteinas se han relacionado con el riesgo de metastasis de
cancer de mama. Estos hallazgos concuerdan con los referidos previamente de
sobreexpresién de MCP-1 en cancer de mama'®®*°. Por el contrario, se ha
Visto una asociacion negativa entre la expresion de MCP-1 y la frecuencia de

metéstasis de melanoma y su agresividad™**.

NFKkB son factores de transcripcion que juegan un papel importante en la
respuesta inmune e inflamatoria. En la infeccion los microorganismos
patdgenos activan NFKB a traves de los receptores Toll-like, que son
expresados en células del sistema inmune, incluyendo macréfagos, células
dendriticas y células de la mucosa epitelial. Se han descrito 10 receptores Toll-
like y forman parte de un sistema de reconocimiento de patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPSs), que son productos microbianos que activan la

inmunidad innatat?13,

La induccién de NFk[ es esencial para la expresion de una amplia variedad de

genes de la respuesta inmune. Estos, incluyen citoquinas proinflamatorias
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(TNF, IL1 e IL6), quimiocinas (MIP-1a y RANTES) y moléculas de adhesion (E-

selectin y VCAM-1).

Por otra parte, NFk facilita la activacion de células T a través de la regulacion

de proteinas del CMH.

La familia NFkB incluye NFkB1 (p50/p105), NFKkB2 (p52/p100), p65 (Rel A), Rel
B y Rel C. El gen NFkB1 esta localizado en el cromosoma 4g24-g24, tiene 24
exones y codifica las isoformas de NFkB p50/p105. Recientemente se ha
identificado un nuevo polimorfismo de NFkB1, consistente en una
insercion/deleccion (94 ins/del ATTG) que muestra efectos funcionales en la
transcripcion del gen NFkB1. La presencia de una deleccion 4bp resulta en la
pérdida de unidén a proteinas nucleares y reduccién de la actividad promotora

de NFkp1*,

La disregulacion de NFk puede ocasionar una superproduccion constitucional
de citoquinas proinflamatorias, lo cual estd relacionado con desordenes
inflamatorios cronicos, como artritis reumatoide y enfermedad de Crohn. NFkf3
también juega un importante papel en la regulacion de la expresion de
proteinas antiapoptéticas y del regulador de la progresion del ciclo celular
ciclina D1, el cual incrementa la supervivencia celular y la proliferacion
respectivamente. Consecuentemente NFkB ha sido implicado en Ila
transformacioén celular, y la activacion persistente del mismo puede explicar la

conocida relacién entre inflamacién crénica y varios tipos de cancer'*>.

Proteinas del complemento: son sintetizadas por macréfagos y hepatocitos.
Actlan como una cascada de 20 proteinas plasmaticas que acaban formando
complejos de ataque a la membrana de células extrafias. Hay dos vias por las
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gue puede activarse esta cascada, la via clasica (inmunocomplejos,
lipopolisacaridos bacterianos) y la via alternativa (microorganismos de forma
innata, inmunoglobulinas). El sistema del complemento tiene capacidad de auto
amplificacion, por lo que existen mecanismos que la regulan, como son el factor
acelerador de la degradacion (DAF), el CR1, CR2, CR3, factor I, la properdina,

etc.

Anticuerpos: Tiene tres funciones principales. La primera, la neutralizacién de
su antigeno para que deje de ser patdégeno, la segunda, la opsonizacion, que
consiste en aumentar la afinidad de los antigenos para que otros mecanismos
sean los que acaben con ellos, y por ultimo, la activacion indirecta del
complemento. Son proteinas sintetizadas por las células plasmaticas,
constituyendo el 20% de las proteinas totales del organismo. Constan de cuatro
cadenas, dos ligeras y dos pesadas, idénticas entre si dos a dos, y unidas por
la zona bisagra. Por un extremo se unen al antigeno (cada Ig tiene dos
fragmentos Fab idénticos) y por el otro a células fagociticas, mastocitos y
basdfilos (region Fc). Este extremo también tiene la propiedad de activar el

complemento.

Papel del sistema inmune en la Infeccion por V. PH y en el desarrollo del

cancer de cérvix

El VPH, comparado con otros patdgenos, es muy poco inmundgeno debido a varias

caracteristicas estructurales y fisiologicas:

» Virus ADN sin ARN intermedio que evoque respuesta innata
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* En la primera fase de la infeccién el VPH no produce nucleoproteinas que sean

presentadas por las células infectadas

* La mayoria de proteinas VPH son expresadas a muy bajo nivel en el epitelio

basal (el mas accesible al sistema inmune del huésped)

* El VPH solo infecta células epiteliales sin inducir muerte celular (el mayor

activador de la inmunidad innata o adaptativa).
» Presentacién antigénica sistémica limitada.

El sistema inmune innato, estudiado extensamente en el contexto de las
enfermedades autoinmunes o tras la infeccion de agentes patégenos, se ha revelado

recientemente como un regulador importante del desarrollo del cancer.

Las lesiones premalignas y malignas se asocian con alteraciones en la funciéon de
las células inmunes. Dichas alteraciones incluyen la supresion de la inmunidad
celular, asociada con el fallo en el rechazo tumoral, en combinacién con el
incremento de la inmunidad humoral, lo que puede potenciar la promocién y

progresién del tumor**®,

Una de las principales deficiencias de la inmunidad innata frente a la infeccion VPH
estriba en la ineficacia de las células presentadoras de antigeno como centinelas
para el inicio de la respuesta inmune adaptativa (células dendriticas localizadas en la
dermis y células de Langerhans en la epidermis y capas superficiales). Dicha

tolerancia inmunologica radica en:

* La ausencia de expresién de proteinas virales en las capas basales y

suprabasales del epitelio (areas de vigilancia de las células de Langerhans) ya
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gue la produccion de viriones (altamente inmundgenos) se produce en las
capas superficiales del epitelio desprovistas de tales células presentadoras de
antigenos. La falta de lisis celular durante el ciclo viral que impide la activacion
de las células dendriticas dérmicas y secundariamente la falta de respuesta

linfocitica.

» Por otro lado en el reconocimiento antigénico juegan un papel clave los
receptores Toll-like (TLR), grupo de receptores expresados primariamente
sobre células del sistema inmune innato con capacidad de reconocer patrones
moleculares especificos asociados a agentes infecciosos y que se traduce en la
expresion de multiples productos proinflamatorios. Se ha demostrado que los
oncogenes E6 y E7 del VPH-16 producen una baja expresion de TLR9

contribuyendo a la evasion de la respuesta inmune**’.

La inmunidad celular se asocia con el aclaramiento de la infeccion por VPH y la
regresion de las neoplasias cervicales favorecida, como ya hemos visto, por los CD4
Thl, por lo que varios trabajos han sugerido la asociacion entre las citoquinas
producidas por Thl y el aclaramiento de VPH, mientras que las citoquinas
dependientes de Th 2 pueden favorecer la persistencia de la infeccion viral. Como
ejemplo IL10 ha sido considerada clasicamente como una citoquina
inmunosupresora que inhibe la actividad de linfocitos y monocitos y bloquea la
sintesis de citoquiinas dependientes de Thl, pudiendo actuar como un promotor
tumoral. La expresion del gen que codifica para IL10 esta fuertemente influenciada
por factores genéticos. Algunos de los polimorfismos identificados en los genes de
citoquinas y quimiocinas afectan a la tasa de transcripcion o a la actividad biolégica y

pueden por lo tanto jugar un papel importante en la carcinogénesis. Asi el genotipo
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GG en la posicion 1082 se asocia con una elevada produccion de IL10, el genotipo
AG con produccion intermedia y el genotipo AA con baja produccion™®*°. En
relacion con esto un estudio en pacientes con cancer de cérvix encuentra niveles
elevados de IL 10 en biopsias, lo que sugiere un papel favorecedor de la
persistencia viral y de la progresion de lesiones cervicales asociadas por parte de
esta citoquina'®. Sin embargo el papel de IL10 en el microambiente tumoral sigue
siendo controvertido y asi en otro trabajo se relacionaron los genotipos GG y AG

(mayor produccion de IL10) con un aclaramiento mas rapido de la infeccion por

VPH?,

Los mecanismos moleculares por los que la inmunidad humoral ejerce su impacto
sobre el inicio, promocion y progresion del cancer estan siendo objeto de multiples
estudios, constatando que las citoquinas localizadas en el estroma celular pueden
regular el crecimiento tumoral afectando la angiogénesis, la supervivencia o muerte

celular y su diferenciacion.

En el microambiente tumoral, hay un delicado equilibrio entre inmunidad antitumoral
y actividad proinflamatoria originada por el tumor. Cuando la actividad antitumoral
inmune es mas débil que la actividad inmunosupresora mediada por el tumor, las
células tumorales escapan al sistema inmune y crecen rapidamente®. La inflamacion
cronica causada por la infeccion persistente es la principal fuerza motriz en el
desarrollo de un tumor, ya que la inadecuada erradicacion de patégenos prolonga
las sefales inflamatorias y produce defectos en los mecanismos antiinflamatorios lo

gue puede conllevar a una inflamacién crénica y beneficiar el desarrollo tumoral.

Se ha observado que en mujeres inmunodeprimidas las lesiones producidas por el

VPH son més agresivas y se producen en un tiempo mas corto, por tanto, uno de los
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factores que determinara la respuesta de un epitelio frente a una infeccién por un
virus con capacidad oncogénica como es el caso del VPH es la capacidad de dar

una adecuada respuesta inmune por parte del huésped.

Los virus son parasitos intracelulares obligados y eso condicionara la respuesta
inmune frente a ellos. Sin embargo manifiestan una fase extracelular en la que
también son susceptibles de ser neutralizados por el sistema inmunitario humoral.
En la fase extracelular, los virus sin cubierta, como el VPH, pueden ser bloqueados
por anticuerpos especificos frente a los antigenos de la capside. En la fase
intracelular, las células infectadas por virus presentan antigenos del virus asociados
a su CMH-I lo que permite que sean detectadas y eliminadas por lisis o apoptosis

mediante la accidn de los linfocitos T citoliticos y las células NK.

Sin embargo, los virus han desarrollado sofisticados mecanismos de evasion del
sistema inmune. En la limitacion de la respuesta inmune adaptativa frente a la

infeccion VPH se ha constatado mediante:

e una reduccidon o ausencia de respuesta por linfocitos T CD4 en sangre
periférica 0 en moco cervical, asi como disminucién de IFNy (citoquina Thl)y

de IL5 (citoquina Th2).

 falta de efecto citolitico de los linfocitos T citotéxicos (LTC) dirigidos a las

proteinas L1 y L2 ya que dichas proteinas se expresan muy tardiamente.

* regulacion negativa de la proteina 1 transportadora asociada con antigeno
(TAP1), necesaria para cargar el CMH clase | con las proteinas virales antes de

gue el complejo se adapte a la membrana, promovida por el oncogén E7.
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* baja respuesta en titulo de anticuerpos frente a L1 (40-60% responden
tardiamente) y minima o ausente produccion de anticuerpos para otros
antigenos del VPH como E1, E2, E6 y L2 en pacientes con infeccién aguda o

persistente.

e aungue se especula que la inmunidad celular es fundamental para evitar la

infeccion persistente, dicha respuesta frente al VPH no es bien comprendida.

Son multiples los caminos de la respuesta inmune que pueden verse afectados y la
suma de los mismos contribuira a la aparicion de una neoplasia asociada a VPH y a

su resistencia al control inmunoldgico.

Por otra parte, el queratinocito modificado por la infeccion viral, no produce niveles
adecuados de citoquinas. Ademas, la produccién de citoquinas inmunosupresoras
por células infectadas por VPH puede inhibir la produccién de citoquinas que

estimulen la actividad antitumoral de NK, LTC y macréfagos*?#*3,

Ademas el VPH no infecta ni se replica en células presentadoras de antigeno que
estan localizadas en el epitelio, ni tampoco lisa queratinocitos, por o que no hay
oportunidad para las células presentadoras de antigeno de fagocitar los viriones y
presentar los antigenos derivados al sistema inmune. Por otra parte, no hay fase de
viremia de la infeccion, por lo que el sistema inmune fuera del epitelio tiene muy

pocas oportunidades de detectar el virus.

Aungue se puede esperar que la capside viral sea altamente inmundgena, el VPH ha
sido evolutivamente seleccionado por minimizar los niveles de expresion de las

proteinas de la capside y/o aplazar la expresidon de estas proteinas al epitelio

63



INTRODUCCION

diferenciado. De esta forma, evitan a las células de Langerhans, comunmente

localizadas en las capas proximales del epitelio.

De todas las proteinas del VPH, la L1 es la mejor caracterizada en cuanto a la
generacion de respuesta inmunitaria. Anticuerpos especificos contra la L1, la
proteina mas abundante en la capside viral del VPH, son la mejor prueba de
generacion de respuesta inmunitaria frente al virus en los seres humanos.
Lamentablemente la deteccidn de estos anticuerpos a veces no se observa hasta 5
afios después de la infeccion natural por VPH y solo parte de los sujetos expuestos
generan esta respuesta. Un estudio llevado a cabo por Luxton analizé la deteccion
de anticuerpos contra L1 en pacientes con displasia o cancer cervical en
comparacion con mujeres adultas sanas que funcionaron como controles. La
deteccion en sujetos control fue del 36%, en pacientes con displasia cervical del
45% y en pacientes con cancer cervical del 40%***. En cualquier caso, parece ser
que so6lo un 50-60% de mujeres desarrollan anticuerpos seéricos tras infeccion natural
por VPH®. En la actualidad, ain se desconoce la duracién de la inmunidad
adquirida de forma natural tras infeccion por VPH, aunque probablemente sera de

afios al igual que en la conferida por la vacunacién®®.

Hasta la fecha, se han desarrollado dos vacunas de VPLs (particulas similares al
virus) de L1 de VPH. Estas inducen niveles elevados de 1gG neutralizante sérica,
muy superiores a los que induce la inmunidad natural tras la infeccién. La IgG es la
principal inmunoglobulina en las secreciones cervicales y actualmente se asume que
la proteccion es mediada por la IgG sérica, que puede trasudar a través del epitelio
cervical, sobre todo a nivel de la unién escamo-columnar, en concentraciones

suficientes para unirse a las particulas virales y prevenir la infeccion. Los niveles
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sistémicos de IgG son sustancialmente mayores que los niveles en las secreciones
cervicales, y es posible que los lugares de infeccidn potenciales en la superficie del
epitelio cutaneo y de las mucosas puedan tener acceso a anticuerpos sistémicos.
Esta situacion puede producirse por el hecho de que, para que pueda establecerse
la infeccion, debe haber un contacto directo del virus con los queratinocitos en la
capa basal del epitelio. Los microtraumatismos del epitelio, como los que pueden
producirse durante el coito, aumentarian las probabilidades de una exposicién de
este tipo y, en esta situacion, la zona susceptible de infeccidén tendria un acceso mas

directo a la IgG sistémica™?’.

La expresidon de los genes E6 y E7 del VPH en los queratinocitos altera
directamente la expresion de genes que influyen en las resistencias a la infeccion y
en la funcion inmune. E6 y E7 impiden el efecto antiviral, antitumoral e
inmunorregulador de la respuesta innata mediada por interferén. E7 es ademas un
creador de tolerancia, ya que durante el recambio normal de las células epiteliales
cervicales, las células moribundas son recogidas por células de Langerhans; en el
trayecto de las células dendriticas y de Langerhans desde el epitelio o desde
tumores epiteliales a los ganglios linfaticos deben madurar para repartir su carga de
antigenos a las células T y asi desencadenar la respuesta inmune. Pero las células
dendriticas portadoras de E7 no logran madurar y transmiten una tolerancia frente a

ésta cuando llegan a los ganglios linfaticos.

Otros trabajos indican que hay mas mecanismos de huida del VPH a la inmunidad
como las similitudes existentes entre E7 y otras proteinas humanas, la inhibicion por

E6 y E7 del IFNa, disminucion de la produccion de IL 8 o mediante acidificacion de
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endosomas interfiriendo en la presentacion del antigeno a las células T, entre

otros?8,

En resumen, la respuesta inmune frente al VPH se caracteriza por:

* Induccién de bajo titulos de anticuerpos

Baja activacion de las células presentadoras de antigeno en el epitelio cervical

por la capside viral

* Escasa induccion de inflamacion

Débil estimulacion del sistema inmune adaptativo

* Induccién de escasa memoria inmunoldgica.

En definitiva, el VPH es capaz de evadir la respuesta inmune innata, lo que retrasa
la activacién de la respuesta inmune adaptativa, y explica que la respuesta inmune
natural frente al VPH sea mas lenta y débil que la inducida por la mayoria de otros

virus.

6 ESTADO ACTUAL DEL TEMA

En conjunto, los datos clinicos indican un papel del incremento de la inmunidad
humoral e inflamacién en combinacion con una supresion de la inmunidad celular, en
la patogénesis de varios tipos de cancer, por lo que las investigaciones relacionadas

con los mecanismos humorales y celulares con el aumento del riesgo de cancer
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pueden proporcionar nuevos objetivos terapéuticos con los que combatir la

enfermedad neoplasica.

El estudio del papel de la inmunidad y de la genética sigue siendo fundamental,
puesto que no se vera el efecto de las vacunas sobre las CIN 3 y el cancer cervical

invasor hasta transcurridas dos o tres décadas desde su implantacion.

La respuesta inmunitaria frente a distintos antigenos del VPH estudiados supone un
arma que ofrece muchas posibilidades, por ejemplo, en investigacion epidemioldgica
y en la formulacién de vacunas preventivas e incluso terapéuticas. Por lo tanto,
resulta de sumo interés comprender los elementos de la respuesta inmunoldgica que
la infeccion causada por el VPH despierta en el huésped, tanto humoral como

celular.

El papel de las células inmunorreguladoras en el mantenimiento de la anergia de los
linfocitos T citotdxicos en las pacientes con cancer de cérvix necesita ser aclarado, y
la posibilidad de la deplecion de estas células para la terapia necesita ser explorada.
Por otra parte resulta fundamental el disefio de nuevos estudios dirigidos a revelar
los mecanismos moleculares y celulares que encadenan la inmunidad humoral,
inflamacion y el desarrollo del cancer, con el fin de suministrar elementos para

elaborar nuevos objetivos en la terapia anti tumoral.

Como ha sido descrito, muchas citoquinas proinflamatorias producidas por células
inmunes del huésped y por células tumorales promueven el desarrollo tumoral. Por
el contrario citoquinas proapoptéticas y antiinflamatorias usualmente interfieren en el
desarrollo tumoral. Estos hallazgos proporcionan una oportunidad terapéutica Unica

basada en la interferencia selectiva con la accion proinflamatoria y promotora
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tumoral de algunas citoquinas, mientras que se aumenta la actividad proapoptotica y

antiinflamatoria de otras.

Finalmente, cabe destacar que las implicaciones clinicas de los nuevos conocimientos de

biologia molecular son potencialmente enormes, por lo que resulta fundamental incidir en su

estudio.
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Multiples evidencias sostienen que el sistema inmunolégico juega un papel
fundamental en el control y progresion de las lesiones inducidas por el
papilomavirus. De hecho, se observa una alta incidencia de infecciones persistentes
de VPH y de lesiones displasicas en pacientes inmunosuprimidos (post-
trasplantados y enfermas de SIDA). Por otra parte, en pacientes
inmunocompetentes que desarrollan lesiones intraepiteliales cervicales, se han
descrito una serie de anomalias que ocasionan una disfuncion de los mecanismos
efectores de la repuesta inmunologica adaptativa. El tipo y concentracion de
citoquinas en el microambiente local condiciona la polarizacion T (Thl/Th2), la
intensidad, duracion y maduracion funcional de la respuestas celulares, por tanto la

resolucién o no (persistencia) de la infeccion.

La sintesis de citoquinas esta regulada a nivel transcripcional y se han identificado
polimorfismos genéticos, normalmente en el promotor de estos genes, que

determinan la intensidad de expresion.

Nuestra HIPOTESIS establece que deben de existir diferencias en polimorfismos
genéticos de citoquinas y quimiocinas en pacientes que desarrollan lesiones
cervicales asociadas a VPH. Estas diferencias podrian condicionar la evolucion
(regresion o persistencia/recidiva) de la neoplasia cervical intraepitelial tras
tratamiento escisional. Finalmente, una respuesta satisfactoria frente a la infecciéon
del VPH se asocia frecuentemente con la induccion de una respuesta efectora
sistémica T frente a antigenos virales. Por el contrario, una infeccién crénica
persistente y, por tanto, una exposicion continua a los antigenos virales, debe de

producir cambios en determinados marcadores en los linfocitos T CD4 y CDS8
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relacionados con la disfuncion (“exhaustion”, agotamiento) de los mecanismos

efectores de la inmunidad
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OBJETIVOS

Los objetivos planteados al inicio del presente estudio fueron los siguientes:

1. Demostrar si existen diferencias en polimorfismos genéticos que regulan
procesos clave de la respuesta inmune y del desarrollo de procesos
inflamatorios cronicos entre mujeres sanas y aquellas que presentan lesiones
cervicales (CIN). Los genes seleccionados controlan los procesos de
guimiotaxis ( RANTES y MCP-1), las respuesta inmune innatas ( TNFa, IL1A,

NFKkB y MICA) y las respuestas inmunes adaptativas ( IFNy, IL10, CTLA-4).

2. Estudiar marcadores linfocitarios relacionados con la maduracion y la
diferenciacion funcional de los linfocitos, con el objeto de investigar si existen
diferencias entre pacientes y controles y también alteraciones asociadas a la

evolucion de la neoplasia cervical.

3. Comprobar si existen cambios en las subpoblaciones linfocitarias en
pacientes con lesiones producidas por VPH en el momento del tratamiento
escisional de la lesion y seis meses después del mismo en relacion a la

aparicion o no de recidivas.
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1 DISENO DEL ESTUDIO

Tipo de estudio:

Para la consecucion de dichos objetivos se plantearon diferentes tipos de estudios.

En primer lugar se plante6 un estudio transversal para ver la frecuencia de las
variantes alélicas de cada polimorfismo genético en los dos grupos de estudio
(pacientes con CIN frente a controles sanos) y la proporcion de las subpoblaciones
linfocitarias junto con el grado de lesion cervical y la tasa de recidiva/ persistencia

de lesiones en el grupo de pacientes.

A continuacion, se realiz6 un estudio observacional de casos y controles
retrospectivo, con el fin de establecer el riesgo para CIN de cada polimorfismo del
gen de RANTES, MCP-1, TNFa, IL1A, NFkB, MICA, IFNy, IL10-1082, 1L10-819, y

CTLA-4, junto con la frecuencia de las diferentes poblaciones linfocitarias.

Por otra parte, se clasificé a las pacientes en funcion del grado de lesion cervical y
se estudidé su relacion con los polimorfismos genéticos y la proporcion de las
diferentes subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica en el momento del LEEP.
Finalmente, se agrupd a las pacientes en funcion la aparicibn o no de
recidiva/persistencia de lesiones con el objetivo de conocer si existia asociacion con
los diferentes polimorfismos genéticos, la proporcion de subpoblaciones linfocitarias

y su incremento o disminucion tras el tratamiento.
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2 SELECCION DE PACIENTES

2.1 Criterios de inclusion

e Grupo de casos

v Pacientes atendidas en la consulta de patologia del tracto genital inferior a

las que se practico conizacion con asa de diatermia.

v'Pacientes que aceptaron participar en el estudio mediante firma de
consentimiento informado y que preveian realizar el seguimiento posterior

en nuestro hospital.

e Grupo control

v"Mujeres sin antecedentes de patologia del tracto genital inferior.

v'Mujeres con al menos una citologia cervical normal en los Ultimos tres

afnos.

2.2 Criterios de exclusion

e Grupo de casos

v'Pacientes con enfermedades infecciosas susceptibles de transmisiéon por

via hematdégena (VIH, hepatitis B o C)

v Pacientes con enfermedades que causaran inmunosupresion

v Pacientes con enfermedades de origen autoinmune
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e Grupo control:

v'Pacientes con enfermedades infecciosas susceptibles de transmision por

via hematdgena (VIH, hepatitis B o C)

v Pacientes con enfermedades que causaran inmunosupresion

v Pacientes con enfermedades de origen autoinmune

La poblacion objeto de estudio se obtuvo de las pacientes sometidas a conizacion
con asa de diatermia en la consulta de Patologia del Tracto Genital Inferior del
Hospital Universitario Virgen de las Nieves en el intervalo de tiempo transcurrido
entre Mayo de 2002 vy Julio de 2007 y que aceptaron participar en el estudio
mediante firma de consentimiento informado (documento adjunto en el apartado

“anexos”), teniendo previsto realizar el seguimiento posterior en dicho centro.

El seguimiento de estas pacientes se realiz0 hasta Noviembre de 2008 segun el
protocolo de actuacion del Servicio de Obstetricia y Ginecologia del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves y siguiendo las recomendaciones establecidas
tanto por la Sociedad Esparfiola de Obstetricia y Ginecologia (SEGO) como por la
Asociacion Espafiola de Patologia Cervical y Colposcopia (AEPCC). Este protocolo

sufrio cambios durante la realizacion del estudio que se detallan a continuacion:

» En primer lugar y hasta 2007, se realizé seguimiento trimestral el primer afio y
semestral el segundo, mediante citologia y colposcopia, practicandose legrado
endocervical de control en cada visita anual tras la conizacion. Tras dos afios
de seguimiento se procedia al alta de la paciente, siempre y cuando el ultimo
control fuese normal. En caso contrario, se continud el segumiento semestral

hasta la normalizacion de las diferentes pruebas.
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* En segundo lugar, y tras afadir al protocolo de seguimiento el genotipado del
VPH mediante técnica de PCR, se procedid a su determinacion semestral, y
con el mismo intervalo en las revisiones antes detallado, éstas concluyeron

cuando la determinacion del virus fue negativa para genotipos de alto riesgo.

Se consideré como persistencia/recidiva de lesiones cuando se detecté un resultado
histolégico positivo tras toma de biopsia o legrado endocervical en cualquier

momento del seguimiento, independientemente del grado de lesion.

El grupo control se obtuvo de dos fuentes. En primer lugar, para el estudio de las
poblaciones de linfocitos en sangre se extrajo una muestra en tubo de hemograma a
trabajadoras del centro que acudieron a la consulta de Medicina Preventiva como
parte de una revision rutinaria. Previamente se obtuvo consentimiento informado

para la participacion en el estudio (documento adjunto en el apartado “anexos”) .

En segundo lugar, se us6 como grupo control para el estudio de los diferentes
polimorfismos a pacientes que acudieron al servicio de Urgencias de Obstetricia y
Ginecologia y a las que se les practicé como parte del estudio inicial un analisis de
sangre, solicitando la extraccion de una muestra adicional para participar en el

estudio (documento adjunto en el apartado “anexos”).

Todas las participantes en el grupo control negaron antecedentes de patologia
cervical y ademas tenian al menos un control citologico normal en los tres afos

precedentes a la toma de la muestra para estudio hematolégico.

Se excluyeron, tanto en el grupo de pacientes como en el grupo control, aquellas

participantes con enfermedades infecciosas susceptibles de transmision por via
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hematdgena (VIH, hepatitis B o C), con enfermedades que ocasionaran

inmunosupresion o con enfermedades de origen autoinmune.

El nUmero de pacientes a las que se realizé conizacién con asa de diatermia fue un
total de 89. De dichas pacientes, en 43 casos se estudiaron todas las variables, es
decir, se analizaron tanto los valores de subpoblaciones linfocitarias, como los
diferentes polimorfismos genéticos, en 10 casos se hizo Unicamente estudio de
poblaciones linfocitarias y en 36 casos solamente se estudiaron los diferentes
polimorfismos genéticos. Esto se debido a las posibilidades del laboratorio, de

realizacion de cada técnica, en el momento del reclutamiento de la paciente.

Asi pues, para el estudio de subpoblaciones linfocitarias en sangre periferica
contamos con los datos recogidos en un total de 53 pacientes, frente a los 33
controles reclutados. Para el estudio de los polimorfismos genéticos que codifican
para las diferentes citoquinas y quimiocinas, previamente descritas contamos con los

datos recogidos en 78 pacientes y 98 controles sanos.

El presente trabajo fue aprobado por la Comision de Investigacion del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves de Granada (documento adjunto en el apartado

“anexos”).
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3 PROCEDIMIENTO CLINICO

3.1 Descripcion del equipo

Para el procedimiento de diagnéstico y tratamiento de la neoplasia cervical

intraepitelial en la Unidad de Tracto Genital Inferior utilizamos:

» Colposcopio estereoscopico de luz fria Optomic Mod. OP-C5 con sistema de

videocolposcopia integrado.

» Electrobisturi con generador de alta frecuencia monopolar/bipolar modelo Next

150.

Para los diferentes estudios en el laboratorio se utilizo:

» Citémetro de flujo FACSort (BD Biosciences Immunocytometry Systems).

* 500-PCR REAL TIME Sequence Detection System (Appied Bio-systems, Foster

city, CA,USA)

3.2 Descripcion del procedimiento

La conizacion con asa de diatermia se realiz6 en la Unidad de Patologia del Tracto
Genital Inferior de forma ambulatoria, tras infiltraciébn cervical con Mepivacaina al
2%. Para ello, en una visita previa se informé a la paciente de la técnica quirdrgica,
obteniendo consentimiento para la misma (documento adjunto en el apartado

“anexos”).
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La pieza de conizacidon se envio en formol marcando previamente los bordes con
tinta china para su estudio al Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital

Universitario Virgen de las Nieves.

Las muestras de polimorfismos de unico nucleétido (SNPs) fueron genotipadas
mediante el ensayo de discriminacion alélica Tagman 5. La PCR y genotipo de cada
muestra se atribuyé automaticamente mediante la medicion de la fluorescencia
alélica especifica en el 500-PCR REAL TIME Sequence Detection System usando el
software para discriminacion alélica SDS 2.2.1 (applied Bio-Systems, Foster City,
CA, USA). Los ensayos de amplificacion de SNPs se usaron de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. En resumen, 10 ng de la muestra de ADN (1 ul) se
colocaron en 4 pl de reactivo que contenia 2,5 ul de Tagman Universal PCR Mix

(Applied Bio-Systems) y 1,25 ul de agua destilada.

Las condiciones de la reaccion de la PCR fueron: preincubacion a 50°C durante dos
minutos y a 95°C durante diez minutos, seguido de cuarenta ciclos a 95°C, 15

segundos; 60°C, 1 minuto.

Los polimorfismos estudiados fueron:

RANTES-403 G/A (rs 2107538) SNP

MCP-1 2518 G/A (rs 1024611) SNP

TNFa-308 A/G (rs 1800629) SNP

IL1A-889 C/T (rs 1800587) SNP

NFkB- 94 ins/del ATTG (rs 28362491) SNP
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MICA

« IFNy

IL10 -1082 A/G (rs 1800896) SNP

IL10- 819 C/T (rs 1800871) SNP

CTLA-4 CT60G/A (rs 3087243) SNP

En el gen del IFNy se estudiaron los diferentes polimorfismos determinados por el
namero de repeticiones de (CA)n dentro del primer intrén, asociandose el alelo 12

con elevada produccion de IFNy.

En el gen MICA se estudiaron las diferentes repeticiones del triplete (CGT)n que dan
lugar a los polimorfismos A5, A6, A9 y A5.1. EIl polimorfismo 5.1 sélo codifica una
molécula MICA soluble secretada, dando lugar en homocigosis a células desnudas

para MICA.

En el resto se estudiaron los polimorfismos en la regiébn promotora que afecta su
transcripcion. De este modo, en RANTES se estudié el polimorfismo A/G en la

region -403 del promotor, el alelo A se asocia a una mayor transcripcion.

En TNFa se estudié el polimorfismo G/A de la region -308 del promotor. El alelo A

produce una mayor expresion de TNFa.

En NFkB se estudié el polimorfismo ins/del en la regién -94 del promotor. La
deleccion de 4 pares de bases en el promotor del gen da lugar al alelo -94delATTG,

que se relaciona con una disminucion en la transcripcion de NFkp.
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En CTLA-4 se estudid el polimorfismo G/A de la regién -CT60, asociandose el alelo

A con una disminucién de la isoforma soluble de esta molécula.

En MCP-1 se estudio el polimorfismo A/G en la region -2518 del promotor.,

asociandose el alelo G con una mayor produccion.

En IL1A se estudi6 el polimorfismo C/T en la region -889 del promotor. El alelo T es

causante de una mayor expresion de IL1A.

En IL10 se estudiaron los alelos A/G y C/T en las regiones -1082 y -819
respectivamente. El alelo G en la posicion 1082 se asocia in vitro con mayor
produccion de IL10, mientras que el alelo T en la posicion 819 se asocia con una

menor produccion de IL10.

El estudio de las diferentes subpoblaciones linfocitarias se realiz6 mediante
citometria de flujo, que consiste en el analisis rapido de células en suspension
dentro de un sistema de flujo laminar, sobre el que incide un haz de luz que
proporciona informacion acerca de sus caracteristicas fisico-quimicas. Para ello las
muestras fueron incubadas con anticuerpos monoclonales anti CD8, anti CD4, anti
CD19, anti CD3, anti CD16, anti CXCR3, anti CCR5, anti CCR4, anti CD45R0O, anti
CD95, anti CD25™, anti CD62L, anti CD27, anti CD28, que reconocen moléculas en

la superficie de células mediante una técnica de inmunofluorescencia directa.

La fluorescencia fue analizada por un citometro de flujo FACSort (BD Biosciences

Immunocytometry Systems) junto con el software CellQuest.

El anticuerpo anti-CD3 reconoce una molécula de la superficie celular que forma
parte del complejo del receptor de células T. Los anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8

reconocen moléculas de la superficie de una subpoblacion de células T que modulan
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la respuesta inmune: linfocitos T helper y citotoxicos respectivamente. El anticuerpo
anti-CD19 reconoce una molécula de la superficie de las células B y el anti-CD16

una molécula presente en las células NK y neutrofilos.

4 RECOGIDA E INTERPRETACION DE DATOS

Los datos necesarios para el estudio se extrajeron de las historias clinicas de las
pacientes, asi como de la base de datos informatizada de la consulta de Patologia

del Tracto Genital Inferior que emplea el programa FileMaker Pro 5.0 para Windows.

El almacenamiento de los datos y su analisis estadistico se realizé empleando el
programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) para Windows (version

15.0)
El analisis de datos se ha llevado a cabo en la Unidad de Investigacion del Servicio

de Andlisis Clinicos del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada.

5 METODO ESTADISTICO

Estudio descriptivo de las pacientes: Se han calculado medias y desviaciones
tipicas, asi como medianas, maximo y minimo para las variables numéricas. Para las

variables cualitativas se calcularon frecuencias absolutas y relativas.

La comparacion entre variables cualitativas se llevd a cabo mediante el test de Chi

cuadrado de Pearson.
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La normalidad de los datos cuantitativos se determind empleando el test de
Kolmogorov-Smirnov. La homocedasticidad de los datos fue comprobada mediante

el test de Levenne.

La comparacion de los valores medios de linfocitos en el grupo de pacientes antes y
después del tratamiento se llevo a cabo mediante el test t de Student para muestras
apareadas. Para la comparacion de los valores de las diferentes subpoblaciones
linfocitarias en el momento del tratamiento y a los seis meses con los valores de
referencia de los controles se hard con una t de Student para muestras
independientes. Igualmente para establecer la relacion entre los valores medios de
las poblaciones linfocitarias y el grado de lesion cervical y persistencia/recidiva de la

lesion tras el tratamiento se utilizd una t de student para muestras independientes.

Para todos los test se asumen diferencias estadisticamente significativas cuando los

valores de p<0,05.

6 METODO BIBLIOGRAFICO

La bibliografia de este trabajo ha sido expuesta por orden de aparicion en el texto y
expresada en base a los requisitos de uniformidad para manuscritos enviados a

revistas biomédicas publicados en 2003.

La documentacion bibliografica se ha obtenido consultado el sistema computerizado
Medline con el que se han desarrollado las siguientes busquedas: cervical cancer,
HPV, regulatory T cells, T lymphocyte subsets, B lymphocyte subsets, CXCR3,
CCR5, CCR4, CD45R0, CD95, CD25™, CD62L, CD27, CD28, RANTES, 1L10-1082,

IL10-819, IL1A, TNF, MICA, NFkB, MCP-1, CTLA-4, IFN polymorphism. También se
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han consultado libros especificos sobre los temas tratados. Ademas se ha
consultado la Biblioteca Virtual del Servicio Andaluz del Sistema Sanitario Publico de

Andalucia (www.sas.junta-andalucia.es/library/).

7 DOCUMENTOS

En anexos se encuentran recogidos los siguientes documentos:

1. Hoja de consentimiento informado para participacion en estudio de

polimorfismos genéticos.

2. Hoja de consentimiento informado para participacion en estudio de poblaciones

linfocitarias para pacientes.

3. Hoja de consentimiento informado para participacion en estudio de poblaciones

linfocitarias para controles sanos.

4. Hoja de consentimiento informado para conizacion con asa de diatermia.

5. Hoja de la comision de Investigacion del Hospital Universitario “Virgen de las

Nieves”.
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1 CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

1.1 Edad:

FIGURA 5: Distribucion por edad del grupo de pacien

Distribucion etaria de las pacientes
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tes y del grupo control

Distribucion etaria controles

CONTROLES

La edad media de las pacientes fue de 39,69+10,69 afios, con una edad maxima de

83 afios y una edad minima de 21 afios. En el grupo control la edad media fue de

37,73+12,44 con un rango entre 18 y 67 afios (p=0,23).

1.2 Grado de lesién cervical:

Las lesiones cervicales tanto de las biopsias como de la pieza de conizacién fueron

clasificadas en funcién de la gravedad. En aquellas pacientes en las que se

asociaron diferentes tipos de lesién, se tuvo en cuenta siempre la de mayor

gravedad.
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TABLA 9: Grado de lesion cervical en el momento del

RESULTADOS

tratamiento

y : Porcentaje

Lesion cervical Frecuencia Porcentaje :
acumulado

Condiloma 5 5,6% 5,6%
CIN 1 17 19,1% 24, 7%
CIN 2 32 36,0% 60,7%
CIN 3 33 37,1% 97,8%
Ca. Microinvasor 2 2.2% 100,0%
Total 89 100,0%

FIGURA 6: Grado de lesiéon cervical en el momento de

| tratamiento

LESIONES CERVICALES

HCONDILOMA ®mCN1 wmCN2 mCN3  mCA MICROINVASOR

2%
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1.3 Seguimiento:

El tiempo medio de seguimiento de las pacientes fue de 23,21 meses. Con un
maximo de 72 meses. Seis de las pacientes no completaron el seguimiento tras el
tratamiento. De ellas, cinco no acudieron a revision tras la escision con asa de
diatermia, de las cuales, en dos casos fue por cambio de domicilio y traslado a otros
centros y tres interrumpieron sus revisiones sin previo aviso. La sexta paciente
abandond el seguimiento tras la segunda revision a los seis meses, sin que hasta

ese momento se detectara recidiva ni persistencia de la lesion.

TABLA 10: Tiempo de seguimiento

Validos |89
N Perdidos |0
Media 23,21
Mediana 24,00
Desv. Tipica 14,485
Minimo 0
Maximo 12

1.4 Tasa de recidiva/persistencia de lesiones

La tasa de recidiva se muestra en la tabla 11. Ademas en las tablas 12, 13y 14 se
relaciono la tasa de recidiva/persistencia de lesiones con la presencia de bordes
quirargicos afectos en la pieza de conizacion, el habito tabaquico y el uso de

anticoncepcion hormonal. De los 31 casos en los que se detectaron lesiones tras la
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conizacion, en 19 casos éstas aparecieron a lo largo del primer afio, no
detectandose en ningun caso antes de los tres meses. En el 64,5% de los casos se
tratd de lesiones de bajo grado; de ellas el 35,5% correspondieron a condilomas en
el estudio histoldgico. Fue necesario un nuevo tratamiento escisional en 9 pacientes,

en 4 de las cuales, posteriormente no se hallaron lesiones en la pieza de conizacion.

TABLA 11: Tasa de recidiva/persistencia de lesion ¢ ervical

Recidiva/Persistencia Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje
valido
no 52 58,4% 62,7%
Validos*
Si 31 34,8% 37,3%
Total 83 93,3% 100,0%
Perdidos 6 6,7%
Total 89 100,0%

*Pacientes que completaron el seguimiento en la Unidad del Tracto Genital Inferior del

Hospital Universitario Virgen de las Nieves.
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TABLA 12: Tasa de recidiva en funcion de la afectac

quirurgicos de la pieza de conizacion.

ion de

RESULTADOS

los bordes

RECIDIVA

Si

no

Total

BORDES LIBRES ' si

no

Total

24 (80%)
6 (20%)
30 (100%)

42 (80,8%)
10 (19,2%)
52 (100%)

66 (80,5%)
16 (19,5%)
82 (100%)

p=0,933

La prueba de Chi-cuadrado demostré que no existieron diferencias estadisticamente

significativas en la tasa de recidiva entre las pacientes con bordes quirdrgicos

afectos en la pieza de conizacién y aquellas con bordes quirurgicos libres.

Una paciente fue excluida ya que el informe anatomo-patolégico no informé de los

bordes por encontrarse muy artefactados.

TABLA 13: Tasa de recidiva en funcién del habito ta  baquico
RECIDIVA
Si no Total
si 11 (35,5%) | 23 (44,2%) | 34 (40,9%)
TABACO
no 20 (64,5%) | 29 (55,8%) | 49 (59,1%)
Total 31 (100%) | 52 (100%) | 83 (100%)
p= 0,433

Tampoco se hallaron diferencias significativas en la recidiva de la lesidon en funcién

del habito tabaquico de las pacientes.
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TABLA 14: Tasa de recidiva en funcion la paridad

RECIDIVA

Si No Total

PARIDAD si |26 (83,9%) | 38 (73,1%) | 64 (77,1%)
no | 5(16,1%) | 14 (26,9%) | 19 (22,9%)
Total 31 (100%) | 52 (100%) | 83 (100%)

p= 0,258

Tampoco se encontraron diferencias en la frecuencia de recidiva en funcién de si las
pacientes habian tenido algun embarazo a término (77,1%) o eran nuliparas

(22,9%).

TABLA 15: Tasa de recidiva en funcién del uso de an  ticoncepciéon hormonal

RECIDIVA

Si no Total

ACH si |9(29,1%) |8 (15,4%) |17 (20,5%)
no | 22 (70,9%) | 44 (84,6%) | 66 (79,5%)
Total 31 (100%) | 52 (100%) | 83 (100%)

p= 0,136

Por ultimo, tampoco el uso de anticonceptivos hormonales se asocié con diferencias
estadisticamente significativas en la tasa de persistencia/recidiva de las lesiones

neoplasicas cervicales.
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2 DIFERENCIA DE FRECUENCIA DE POLIMORFISMOS GENETICOS EN

FUNCION DEL GRUPO DE ESTUDIO

2.1 Polimorfismos de RANTES-403 G/A (rs 2107538) SN P

TABLA 16: Diferencias en la frecuencia de polimorfi

smos de RANTES

RANTES
POLIMORFISMOS
Casos Controles Total
AA 0 (0%) 3 (3,1%) 3 (1,9%)
AG 21 (32,8%) | 30 (31,3%) | 51(31,9%)
GG 43 (67,2%) | 63 (65,6%) | 106 (66,3%)
Total 64 (100%) | 96(100%) | 160 (100%)
p= 0,360

La prueba de Chi-cuadrado demostré que no existian diferencias significativas en la

frecuencia de los diferentes polimorfismos genéticos de RANTES entre el grupo de

pacientes y el grupo control.

99

RESULTADOS




RESULTADOS

2.2 Polimorfismos de MCP-1 2518 G/A (rs 1024611) SN P

TABLA 17: Diferencia de frecuencias de polimorfismo s de MCP-1

MCP-1
POLIMORFISMOS
Casos Controles | Total
AA 39 (54,2%) | 69 (73,4%) | 108 (65,1%)
AG 28 (38,9%) | 19 (20,2%) | 47 (28,3%)
GG 5 (6,9%) 6 (6,4%) 11 (6,6%)
Total 72 (100%) | 94 (100%) | 166 (100%)

p=0,025

El genotipo AG/GG fue mas frecuente en las pacientes (45,8% frente a 26,6%). En el

grupo control el genotipo mayoritario fue AA siendo estas diferencias

estadisticamente significativas.

FIGURA 7: Polimorfismos MCP-1

W AA
B AG/GG

Casos

Controles

p=0,01 OR=0,43 (IC 95%:0,22-0,82)
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2.3 Polimorfismos de TNF a-308 A/G (rs 1800629) SNP

TABLA 18: Diferencia de frecuencias de polimorfismo s de TNFa
TNFa
POLIMORFISMOS
Casos Controles | Total
AA 5(6,7%) | 0 (0%) 5 (3,1%)
AG 11(14,7%) | 21 (23,6%) | 32 (19,5%)
GG 59(78,6%) | 68 (76,4%) | 127 (77,4%)
Total 75(100%) | 89 (100%) | 164 (100%)
p=0,022
FIGURA 8: Polimorfismos TNF a
93,3% 100,0%
100% -+
80% ;
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| mAA
40% B AG/GG
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0% -+

Casos

6,79
L

0,0%

Controles

p=0,013 OR=2,27 (IC 95%:1,91-2,71)

RESULTADOS

En virtud de la prueba de Chi-cuadrado se encontré una mayor frecuencia del

polimorfismo genético AA en el grupo de pacientes, siendo estas diferencias

estadisticamente significativas (p=0,013 OR=2,27 IC 95%:1,91-2,71).
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2.4 Polimorfismos de IL1A-889 C/T (rs 1800587) SNP

No se encontraron diferencias en

IL1A, entre casos y controles.

TABLA 19: Diferencia de frecuencias de polimorfismo sde IL1A
POLIMORFISMOS LA
Casos Controles Total
cC 35 (49,3%) | 53 (55,2%) | 88 (52,7%)
CT 30 (42,3%) | 38 (39,6%) | 68 (40,7%)
TT 6(8,5%) | 5(85%) | 11 (6,6%)
Total 71 (100%) | 96 (100%) | 167 (100%)
p=0,608

RESULTADOS

la frecuencia de los diferentes polimorfismos de

2.5 Polimorfismos de NF kB- 94 ins/del ATTG (rs 28362491) SNP

diferencias no fueron significativas.
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TABLA 20: Diferencia de frecuencias de polimorfismo s de NFkB

POLIMORFISMOS NFKP
Casos Controles | Total

del/del 4(52%) | 8(10,4%) |12 (7,8%)
dellins 39(50,6%) | 40 (51,9%) | 79(51,3%)
ins/ins 34(44,2%) | 29(37,7%) | 63(40,9%)
Total 77(100%) | 77(100%) | 154(100%)
p= 0,418

Aunque la frecuencia del polimorfismo del/del fue el doble en el grupo control, estas



2.6 Polimorfismos de MICA

RESULTADOS

No se obtuvieron diferencias significativas para los diferentes polimorfismos de MICA

entre las pacientes y los controles, ni siquiera cuando se agruparon éstas en funcion

de si eran portadoras o no del alelo alelo 5.1.

TABLA 21: Diferencia de frecuencias de polimorfismo s de MICA
MICA
POLIMORFISMOS
Casos Controles | Total

Ausencia 5.1

41(52,6%)

58 (60,4%)

99 (56,9%)

Heterocigoto 5.1

29 (37,2%)

28 (29,2%)

57 (32,8%)

Homocigoto 5.1

8 (10,3%)

10 (10,4%)

18 (10,3%)

Total

78 (100%)

96 (100%)

174 (100%)

p=0,519

2.7 Polimorfismos de IFN y

Se encontraron diferencias significativas, cuando se agruparon en funcién del alelo

12 del IFNy (alto productor): homocigotos para el alelo 12, heterocigotos para alelo

12 y aquellos que no portan el alelo 12. La ausencia de este alelo, fue superior en el

grupo de pacientes, siendo la proporcion de heterocigotos inferior a la del grupo

control. Estas diferencias fueron mas evidentes si se agrupan en una tabla 2x2 en

funcién de la presencia o ausencia de un alelo alto productor (alelo12).

103



RESULTADOS

TABLA 22: Diferencia de frecuencias de polimorfismo s de IFNy
IFNy
POLIMORFISMOS Caso Control Total
Homocigoto 21 (29,2%) | 20(20,8%) | 41 (24,4%)
Heterocigoto 31(43,1%) 67(69,8%) | 98 (58,3%)
Ausencia 12 20(27,8%) 9(9,4%) 29 (17,3%)
Total 72(100%) 96(100%) | 168 (100%)
p=0,001
FIGURA 9: Polimorfismos IFN 'y
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100,0% 909 72.99
80% =
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p=0,001 p=0,002

Al comparar en ambos grupos los diferentes polimorfismos se observdo como la

proporcion de heterocigotos es claramente superior en el grupo de controles sanos

(p=0,001), mientras que en las pacientes destaca una mayor frecuencia en la

ausencia de alelo 12 (p=0,002).
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2.8 Polimorfismos de I1L10 -1082 A/G (rs 1800896) S NP

Los polimorfismos de IL10-1082 se distribuyeron de forma similar tanto en las

pacientes como en el grupo control

TABLA 23: Diferencia de frecuencias de polimorfismo s de IL10-1082

POLIMORFISMOS

IL10.1082 Casos Controles | Total

AA 35 (46,7%) | 41 (43,2%) | 76 (44,7%)
AG 34 (45,3%) | 40 (42,1%) | 74 (43,5%)
GG 6 (8%)) 14 (14,7%) | 20 (11,8%)
Total 75 (100%) |95 (95%) | 170 (100%)
p=0,4

2.9 Polimorfismos de IL10- 819 C/T (rs 1800871) SNP

TABLA 24: Diferencia de frecuencias de polimorfismo s de IL10-819
POLIMORFISMOS
L10.819 Casos Controles | Total
cC 37 (49,3%) | 48 (50,5%) | 85 (50%)
CT 32 (42,7%) | 39 (41,1%) | 71 (41,8%)
TT 6 (8%) 8(8,4%) |14 (8,2%)
Total 75 (100%) |95 (100%) | 170 (100%)
p=0,977

Por ultimo, tampoco obtuvimos diferencias en la frecuencia de los diferentes

polimorfismos del gen que codifica para 1L10-819.
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2.10 Polimorfismos de CTLA-4 A/G (rs 3087243) SNP

TABLA 25: Diferencia de frecuencias de polimorfismo s de CTLA-4
CTLA-4

POLIMORFISMOS | Casos Controles | Total
AA 9 (17%) |29 (30,5%) | 38 (25,7%)
AG 32 (60,4%) | 44 (46,3%) | 76 (51,4%)
GG 12 (22,6%) | 22 (23,2%) | 34 (23%)
Total 53 (100%) | 95 (100%) | 148 (100%)
p=0,154

RESULTADOS

El polimorfismo AA del gen que codifica CTLA-4 fue mas frecuente en el grupo

control, pero estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. Tampoco se

obtuvieron diferencias significativas cuando se agruparon a las pacientes y a las

componentes del grupo control en funcién de si eran portadoras del alelo G o no,

aunque hubo tendencia a la significacion (tabla 26).

TABLA 26: Diferencia de frecuencias de alelo Gde C TLA-4

CTLA-4
POLIMORFISMOS | Casos Controles | Total
AA 9 (17%) | 29 (30,5%) | 38 (25,7%)
AG/GG 44 (83%) | 66 (69,5%) | 110 (74,3%)
Total 53 (100%) | 95 (100%) | 148 (100%)
p=0,071
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3 RELACION ENTRE POLIMORFISMOS GENETICOS Y GRADO DE LESION

CERVICAL

El test de Chi-cuadrado Unicamente mostré asociacién entre el grado de lesién
cervical y los diferentes polimorfismos del gen de MCP-1, al agrupar a las pacientes

en homocigotas para el alelo A y en portadoras del alelo G.

3.1 Polimorfismos de RANTES-403 G/A (rs 2107538) SN Py lesion cervical

TABLA 27: Correlacion entre grado de lesion cervica | y polimorfismos de
RANTES-403
GRADO LESION CERVICAL

RANTES Bajo Grado Alto Grado Total

AG 5(29,4%) 16(34%) 21 (32,8%)

GG 12(70,6%) 31(66%) 43 (67,2%)

Total 17 (100%) 47 (100%) 64 (100%)

p=0,727

No encontramos relacion entre el grado de lesion cervical y la frecuencia de

polimorfismos genéticos de RANTES.
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3.2 Polimorfismos de MCP-1 2518 G/A (rs 1024611) SN Py lesion cervical

El genotipo AA se encontré con mayor frecuencia (62,3%) en pacientes con lesiones
de alto grado, frente a aquellas que presentaron lesiones cervicales de bajo grado,

que presentaron una frecuencia del 31,6% [p=0,021 OR: :3,58 (IC 95% 1,17-10,91)].

TABLA 28:Correlacién entre grado de lesion cervical y polimorfismos de

MCP-1

GRADO LESION CERVICAL
MCP-1

Bajo grado | Alto grado Total

AA 6 (31,6%) | 33 (62,3%) | 39 (54,2%)
AG 11 (57,9%) | 17 (32,1%) | 28 (38,9%)

GG 2(10,5%) | 3(5,7%) | 5 (6,9%)

Total | 19 (100%) | 53 (100%) | 72 (100%)
p= 0,070

FIGURA 10: Polimorfismos MCP-1 y grado lesion cervi  cal
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37,8%

N AA
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Alto grado
Bajo grado

p=0,021 OR:3,58 (IC 95% 1,17-10,91)
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3.3 Polimorfismos de TNF a-308 A/G (rs 1800629) SNP y lesién cervical

TABLA 29: Correlaciéon entre grado de lesion cervica |y polimorfismos de TNF  «

GRADO LESION CERVICAL
TNFa Bajo Grado Alto Grado Total
AA  [1(5,3%) 4 (7,1%) 5 (6,7%)
AG |2 (10,5%) 9 (16,1%) 11 (14,7%)
GG |16 (84,2%) 43 (76,8%) 59 (78,7%)
Total |19 (100%) 56 (100%) 75 (100%)
p= 0,790

TABLA 30: Correlacion entre grado de lesion cervica

agrupados de TNF a

| 'y polimorfismos

GRADO LESION CERVICAL
TNFa Bajo grado | Alto grado | Total
AAIAG | 3 (15,8%) | 13 (23,2%) | 16 (21,4%)
GG 16 (84,2%) | 43 (76,8%) | 59 (78,7%)
Total |19 (100%) |56 (100%) | 75 (100%)
p=0,495
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3.4 Polimorfismos de IL1A-889 C/T (rs 1800587) SNP vy lesion cervical

TABLA 31: Correlacion entre grado de lesion cervica |y polimorfismos de IL1A-

889

GRADO LESION CERVICAL
IL1A Bajo grado | Alto grado | Total
CC |[9(50%) | 26 (49,1%) | 35 (49,3%)
CT |[7(38,9%) |23 (43,4%) | 30 (42,3%)
TT [2@1,1%) [4(7,5%) |6 (8,5%)
Total | 18 (100%) | 53 (100%) | 71 (100%)
p= 0,874

3.5 Polimorfismos de NF kB-94 ins/del ATTG (rs 28362491) SNP vy lesion

cervical

TABLA 32: Correlaciéon entre grado de lesion cervica

| y polimorfismos de NF k8

GRADO LESION CERVICAL
NFkB Bajo grado | Alto grado Total
del/del 0 (0%) 4 (6,8%) 4 (5,2%)
delins | 8(44,4%) | 31(52,5%) | 39 (50,6%)
insfins | 10 (55,6%) | 24 (40,7%) | 34 (44,2%)
Total 18 (100%) | 59 (100%) 77 (100%)
p= 0,352
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3.6 Polimorfismos de MICA y lesion cervical

TABLA 33: Correlacion entre grado de lesion cervica

RESULTADOS

| y polimorfismos de MICA

MICA

GRADO LESION CERVICAL

Bajo grado

Alto grado

Total

Ausencia 5.1

9 (47,4%)

32 (54,2%)

41 (52,6%)

Heterocigoto

8 (42,1%)

21 (35,6%)

29 (37,2%)

Homocigoto

2 (10,5%)

6 (10,2%)

8 (10,3%)

Total

19 (100%)

59 (100%)

78 (100%)

p= 0,863

3.7 Polimorfismos de IFN yy lesion cervical

TABLA 34: Correlacion entre grado de lesion cervica

| y polimorfismos de IFN 'y

GRADO LESION CERVICAL

IFNy Bajo grado | Alto grado | Total
Homocigoto |6(37,5%) |15 (26,8%) 21 (29,2%)
Heterocigoto | 8(50%) 23(41,1%) | 31 (43,1%)
Ausencia 12 [2(12,5%) | 18(32,1%) | 20 (27,7%)
Total 16 (100%) | 56 (100%) | 72 (100%)
p=0,294

Aungue se observa una mayor proporcion de ausencia de alelo 12 en lesiones de

alto grado, no se observaron diferencias significativas en el grado de lesién cervical

en funcion de los alelos del IFNy, ni siquiera cuando se agruparon en funcién de la

presencia o no de alelo 12.
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3.8 Polimorfismos de 1L10-1082 A/G (rs 1800896) SN Py lesion cervical

TABLA 35: Correlacion entre grado de lesion cervica

1082

| y polimorfismos de IL10-

[L10.1082

GRADO LESION CERVICAL

Bajo grado | Alto grado | Total
AA 11 (57,9%) | 24 (42,9%) | 35 (46,7%)
AG 7(36,8%) | 27 (48,2%) | 34 (45,3%)
GG 1(53%) |5(8,9%) |6 (8%)
Total 19 (100%) |56 (100%) | 75 (100%)
p= 0,514

3.9 Polimorfismos de de IL10-819 C/T (rs 1800871) S NP y lesién cervical

TABLA 36: Correlacion entre grado de lesion cervica

819

| y polimorfismos de IL10-

GRADO LESION CERVICAL
1L10.819 Bajo grado | Alto grado | Total
cC 8 (42,1%) | 29 (51,8%) | 37 (49,3%)
CT 10 (52,6%) | 22 (39,3%) | 32 (42,7%)
TT 1(53%) |5(89%) |6 (8%)
Total 19 (100%) | 56 (100%) | 75 (100%)
p=0,577
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3.10 Polimorfismos de CTLA-4 A/G (rs 3087243) SNP y lesién cervical

TABLA 37: Correlacion entre grado de lesion cervica

CTLA-4
GRADO LESION CERVICAL

CTLA4 Bajo grado | Alto grado | Total
AA 2(14,3%) |7 (17,9%) |9 (17%)
AG 10 (71,4%) | 22 (56,4%) | 32 (60,4%)
GG 2 (14,3%) | 10 (25,6%) | 12 (22,6%)
Total 14 (100%) | 39 (100%) | 53 (100%)
p= 0,591

4 RELACION ENTRE POLIMORFISMOS

RECIDIVA/PERSISTENCIA DE LESIONES

| y polimorfismos de

GENETICOS Y

No se observaron diferencias entre la tasa de recidiva/persistencia de lesiones tras

el tratamiento con asa de diatermia y la frecuencia de cada polimorfismo genético.
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4.1 Polimorfismos de RANTES-403 G/A (rs 2107538) SN P 'y

recidiva/persistencia de lesion cervical

TABLA 38: Correlacion entre polimorfismos de RANTES  -403 y tasa de

recidiva/persistencia de lesion cervical

RECIDIVA/PERSISTENCIA
RANTES Si no Total
AG 4 (20%) 15 (38,5%) 19 (32,2%)
GG 16 (80%) 24 (61,5%) 40 (67,8%)
Total 20 (100%) 39 (100%) 59 (100%)
p= 0,151

4.2 Polimorfismos de MCP-1 2518 G/A (rs 1024611) SN P 'y

recidiva/persistencia de lesion cervical

TABLA 39: Correlacion entre polimorfismos de MCP-1 2518 y tasa de

recidiva/persistencia de lesion cervical

RECIDIVA/PERSISTENCIA

MCP-115i no Total

AA 13 (56,5%) | 25 (56,8%) | 38 (56,7%)
AG 10 (43,5%) | 15 (34,1%) | 25 (37,3%)
GG 0 (0%) 4 (9,1%) 4 (6%)
Total |23 (100%) |44 (100%) |67 (100%)
p= 0,294
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4.3 Polimorfismos de TNF-308 A/G (rs 1800629) SNP y

de lesioén cervical

TABLA 40: Correlacién entre polimorfismos de TNF

recidiva/persistencia de lesion cervical

RECIDIVA/PERSISTENCIA
TNFa | no Total
AA | 1(45%) | 4(85%) |5 (7.2%)
AG |2(9.1%) |8(17%) | 10 (14,5%)
GG |19 (86,4%) 35 54 (78,3%)
Total |22 (100%) | 47 69 (100%)
p= 0,536

RESULTADOS

recidiva/persistencia

a-308 y tasa de

4.4 Polimorfismos de IL1A-889 C/T (rs 1800587) SNP vy recidiva/persistencia

de lesioén cervical

TABLA 41: Correlacion entre polimorfismos de

recidiva/persistencia de lesion cervical

IL1A-8

IL1A

RECIDIVA/PERSISTENCIA

Si

no

Total

CC

11 (57,9%)

21 (45,7%)

32 (49,2%)

CT

6 (31,6%)

21 (45,7%)

27 (41,5%)

TT

2 (10,5%)

4 (8,7%)

6 (9,2%)

Total

19 (100%)

46 (100%)

65 (100%)

p=0,577
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4.5 Polimorfismos de NF kfB-94

ins/del

recidiva/persistencia de lesion cervical

TABLA 42: Correlaciéon entre polimorfismos de NF

recidiva/persistencia de lesion cervical

4.6 Polimorfismos de MICA y recidiva/persistencia d

TABLA 43:

ATTG (rs 28362491) SNP

KB ytasade

RECIDIVA/PERSISTENCIA
NFkB |S no Total
del/del | 2 (8%) 2 (4,3%) | 4(5,6%)
delfins | 10 (40%) | 25 (54,3%) | 35 (49,3%)
ins/ins [ 13 (52%) | 19 (41,3%) | 32 (45,1%)
Total [ 25 (100%) | 46 (100%) | 71 (100%)
p=0,479

Correlacion

entre

recidiva/persistencia de lesion cervical

polimorfismos

de

RECIDIVA/PERSISTENCIA

Si no Total
MICA
Ausencia 5.1 | 17 (68%) | 22 (46,8%) | 39 (54,2%)
Heterocigoto | 6 (24%) 19 (40,4%) | 25 (34,7%)
Homocigoto | 2 (8%) 6(12,8%) |8 (11,1%)
Total 25 (100%) | 47 (100%) | 72 (100%)
p= 0,228
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TABLA 44: Correlacién entre polimorfismos agrupados

recidiva/persistencia de lesion cervical

4.7 Polimorfismos de IFN yy recidiva/persistencia de lesion cervical

TABLA 45:

RESULTADOS

de MICA vy tasa de

MICA AGRUPADO

RECIDIVA/PERSISTENCIA

Si

no

Total

Ausencia 5.1

17 (68%)

22 (46,8%)

39 (54,2%)

Portador 5.1

8 (32%)

25 (53,2%)

33 (45,8%)

Total

25 (100%)

47 (100%)

72 (100%)

p=0,860

Correlacion

entre

recidiva/persistencia de lesion cervical

polimorfismos de

INF y

IFNy

RECIDIVA/PERSISTENCIA

Si

no Total

Homocigoto

7 (29,2%)

14 (32,6%)

21 (31,3%)

Heterocigoto

11 (45,8%)

18 (41,9%)

29 (43,3%)

Ausencia 12 | 6 (25%) 11 (25,6%) | 17 (25,4%)
Total 24 (100%) | 43 (100%) | 67 (100%)
p= 0,944
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4.8 Polimorfismos de 1L10-1082 A/G (rs 1800896) SN P y recidiva/persistencia

de lesioén cervical

TABLA 46: Correlacion entre polimorfismos de IL10-1 082 y tasa de

recidiva/persistencia de lesion cervical

RECIDIVA/PERSISTENCIA
1L10.1082 ['g; no Total
AA 11 (47,8%) | 21 (45,7%) | 32 (46,4%)
AG 9(39,1%) | 22 (47,8%) | 31 (44,9%)
GG 3(13%) |3(6,5%) |6 (8,7%)
Total 23 (100%) | 46 (100%) | 69 (100%)
p= 0,599

4.9 Polimorfismos de de IL10-819 C/T (rs 1800871) S NP y recidiva/persistencia

de lesioén cervical

TABLA 47. Correlacion entre polimorfismos de IL10-8 19 y tasa de

recidiva/persistencia de lesion cervical

RECIDIVA/PERSISTENCIA

IL10.819
Si no Total
cC 11 (50%) | 24 (51,1%) | 35 (50,7%)
CT 10 (45,5%) | 18 (38,3%) | 28 (40,6%)
TT 1(4,5%) | 5(10,6%) | 6 (8,7%)
Total 22 (100%) | 47 (100%) | 69 (100%)
p= 0,660
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4.10 Polimorfismos de CTLA 4 A/G (rs 3087243) SNP vy recidiva/persistencia de

lesion cervical

TABLA 48: Correlacion entre polimorfismos de CTLA 4

recidiva/persistencia de lesion cervical

RECIDIVA/PERSISTENCIA

CTLA4 Si no Total

AA 4 (23,5%) |4 (11,8%) |8 (15,7%)
AG 10 (58,8%) | 21 (61,8%) | 31 (60,8%)
GG 3(17,6%) |9 (26,5%) | 12 (23,5%)
Total |17 (100%) |34 (100%) | 51 (100%)
p= 0,499
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5 DIFERENCIAS EN SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS EN FU NCION DEL

GRUPO DE ESTUDIO

TABLA 49: Diferencias en subpoblaciones linfocitari as entre pacientes en el

momento del LEEP y controles

Poblaciones linfocitarias Media Desv. tipica p
caso 46,03 11,84

CD4 control 45,66 8,53 0,88
caso 23,88 12,47

CD8 control 23,23 6,15 0,78
caso 74,82 9,03

CD3 control 72,05 7,26 0,15
caso 12,03 6,01

CD19 control 12,25 491 0,86
caso 12,29 6,58

NK control 14,27 7,15 0,15
caso 40,07 15,37

CD4"/CXCR3" control 34,67 8,34 0,04
caso 19,45 12,87

CD4'/CCR5" control 17,63 6,44 0,47
caso 25,58 12,22

CD4"/CCR4" control 23,83 6,83 0,46
caso 67,04 13,77

CD4'/CD45RO* control 66,53 11,41 0,86
caso 59,19 17,13

CD4'/CD95" control 55,22 11,83 0,25
caso 5,57 2,45

cb4’/cD25"™ control 6,02 2,41 0,47
caso 36,58 19,97

CcD4/CD62L" control 74,15 8,41 <0,01
caso 14,70 16,70

CD4'/CD27" control 9,17 7,11 0,10
caso 8,25 12,94

CD4*/CcD28" control 4,24 7,22 0,20
caso 48,11 16,25

CD8/CD45RO" control 45,97 13,95 0,54
caso 56,51 20,67

CD8'/CD95" control 54,56 14,80 0,65
caso 26,88 14,71

CcD8/CD27" control 24,62 12,95 0,57
caso 33,97 19,39

CcD8/CcD28" control 26,96 13,39 0,17
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La t de Student para muestras independientes mostré diferencias significativas en el
subgrupo de linfocitos CD4*/CXCR3", cuyos niveles medios fueron mas elevados en
el grupo de pacientes (40,07 frente a 34,67), y en CD4'/CD62L" donde la media de
los valores fue mas del doble en el grupo control con respecto a los casos (74,15

frente a 36,58).

FIGURA 11: Expresion de CD4 */CD62L""*/CCR7" en grupo control. La mayoria

de las células en sangre periférica del grupo control presentan el fenotipo virgen,

CD4'/CD62L"ICCRT"
CONTROLES
o ;Lf I
A I -+ & - s
=17 8 :
S8S¢ CD62L CD62L
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FIGURA 12: Expresion de CD4 */CD62L*" en pacientes. La mayoria de las
células en sangre periférica del grupo de pacientes presentan el fenotipo

CcD4*/cD62L"".

PACIENTES

FSC

f.'?. 1 ) .A‘Eq
3 .-" 1 el i e
E s Bl ; nl

S8C CD61L

FIGURA 13: Presencia de células con fenotipo Th1l en pacientes y controles . La

proporcion de células CD4"/CXCR3*/CCR5" fue superior en el grupo de pacientes.
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TABLA 50: Diferencias en subpoblaciones linfocitari as entre pacientes a los

seis meses del LEEP y controles

Poblaciones linfocitarias Media Desviacion tip. p
caso 46,30 11,04

CD4 control 45,66 8,53 0,78
caso 24,35 10,32

CD8 control 23,23 6,15 0,58
caso 74,72 7,82

CD3 control 72,05 7,26 0,13
caso 13,99 6,37

CD19 control 12,25 491 0,21
caso 11,08 5,28

NK control 14,27 7,15 0,03
caso 39,51 11,94

CD4"/CXCR3" control 34,67 8,34 0,05
caso 19,06 11,49

CD4'/CCR5" control 17,63 6,44 0,54
caso 26,73 7,39

CD4"/CCR4" control 23,83 6,83 0,08
caso 67,03 14,45

CD4'/CD45RO* control 66,53 11,42 0,87
caso 57,96 14,97

CD4'/CD95" control 55,22 11,83 0,41
caso 7,38 3,39

Ccb4’/cD25™ control 6,02 2,41 0,04
caso 53,20 24,70

CcD4/CD62L" control 74,15 8,41 <0,01
caso 12,13 10,83

CD4'/CD27" control 9,17 7,11 0,19
caso 7,49 12,02

CD4*/CcD28" control 4,24 7,22 0,24
caso 51,32 15,69

CD8/CD45RO" control 45,97 13,95 0,13
caso 53,05 16,86

CD8'/CD95" control 54,56 14,80 0,69
caso 27,80 16,69

CD8+/CD27" control 24,62 12,95 0,38
caso 33,44 18,90

CcD8/CcD28" control 26,96 13,39 0,15
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Se observan diferencias en las poblaciones linfocitarias CD4CD25"", donde los
valores promedio de los casos fueron mayores, en las células NK, donde el
promedio en las pacientes fue menor que en controles sanos y en CD4"/CD62L",
donde al igual que en la tabla 46 se observan niveles mas elevados en los controles,

aunqgue estas diferencias disminuyeron considerablemente.

En CD4'/CXCR3" se observé una tendencia a la significacion, siendo los niveles

mayores para las pacientes que en el grupo control.
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6 EVOLUCION DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS TRAS TR ATAMIENTO

DE NEOPLASIA CERVICAL INTRAEPITELIAL

TABLA 51: Diferencia entre los valores medios de la s diferentes poblaciones

linfocitarias en el momento del LEEP y alos seis m  eses del mismo.

Poblaciones Media | Media | Diferencia | Desviacion | 95% Intervalo de | p
linfocitarias LEEP |6 medias tipica Inferior | Superior

CD4 46,37 | 46,30 | 0,07 6,64 -1,86 2,00 0,94
CcDS8 24,06 | 24,35 |-0,29 4,60 -1,64 1,06 0,67
CD3 75,32 | 74,72 10,60 6,83 -1,38 2,59 0,54
CD19 11,69 | 13,99 ]-2,30 5,35 -3,86 -0,75 <0,01
NK 11,98 | 11,08 ] 0,90 4,73 -0,48 2,27 0,20
CD4'/ICXCR3" 39,00 | 39,47 |-0,47 9,46 -3,38 2,44 0,75
CD4/CCR5" 18,97 | 18,96 ] 0,01 5,22 -1,60 1,62 0,99
CD4'/CCR4" 25,69 |26,17 |-0,48 12,98 -4,53 3,57 0,81
CD4'/ICD45RO* | 66,94 | 67,03 | -0,09 12,39 -3,85 3,68 0,96
CD4/CD95" 58,02 |5734 0,68 10,81 -3,09 4,45 0,72
CD4'/CD25™ 5,74 7,78 -2,04 3,30 -3,43 -0,64 <0,01
CD4'/CD62L" 35,59 |65,99 |[-30,40 32,85 -44.,27 -16,53 <0,01
CcD4’/ICD27" 14,78 | 15,04 |-0,26 13,90 -7,41 6,89 0,94
CcD4’/CcD28" 8,23 11,59 |-3,36 14,44 -10,79 4,06 0,35
CD8'/CD45RO" | 47,22 | 51,05 | -3,83 14,87 -8,41 0,74 0,09
CD8'/CD95" 5259 |5195 |o0,64 16,77 -5,03 6,32 0,82
cD8'/CD27" 28,06 | 28,82 |-0,76 7,00 -4,36 2,84 0,66
CD8'/CD28+ 37,24 138,74 |-1,50 10,82 -7,26 4,26 0,59

En la tabla anterior observamos como la media de las diferentes poblaciones varia
en ocasiones con respecto a las tablas 46 y 47. Esto es debido a que en el estudio
de la diferencia de poblaciones linfocitarias en el momento del LEEP y a los seis

meses, sblo se tuvieron en cuenta a las pacientes en las que se registraron ambos
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valores para cada fenotipo, excluyéndose los casos en los que faltaba alguna de las

determinaciones.

FIGURA 14: Expresion de CD62L sobre la poblacion CD4

*
=
L
i — -
ANTES 6 MESES LEEP
CD62L

La mayoria de las células CD4 en la sangre periférica de mujeres sanas presentaron

+++

una expresion brillante de CD62L""", que es compatible con un fenotipo CD4 virgen.
Por el contrario las pacientes expresaron en menor proporcion CD62L compatible
con células que han sido estimuladas y que se han diferenciado, mientras que a los

seis meses de la escision de las lesiones cervicales, la proporcion de células

CD4"/CD62L", incrementa notablemente.
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La t de Student para muestras apareadas, mostré diferencias significativas en los
valores de linfocitos CD19*, CD4"/CD25"", CD4"/CD62L" y diferencias cercanas a la
significacién para CD8'/CD45R0O". En todos los casos, se produjo un incremento en
la media de los valores a los seis meses, siendo especialmente importante para

CD4*/CD62L".

7 POBLACIONES LINFOCITARIAS, LESION EN EL MOMENTO D EL LEEP Y

RECIDIVA/PERSISTENCIA DE LESION

7.1 Poblaciones linfocitarias y grado de lesion

La t de Student para muestras independientes mostré diferencias significativas en
CD19 al comparar los valores en las pacientes con lesiones condilomatosas en el

momento del LEEP y aquellas que presentaron CIN 1,2y 3.

TABLA 52: Diferencias de CD19 en funcion del grado  de lesién cervical

Poblacion Lesién Media Desv. tipica | P*
CD19 condiloma | 31,30 -
CD19 CIN1 10,24 5,93 <0,01
CD19 CIN 2 13,05 6,78 0,02
CD19 CIN 3 11,42 3,65 <0,01

*Comparando la frecuencia de CD19 en pacientes con condilomas

Ademas se encontraron diferencias significativas en CD4CD95 al comparar las

pacientes con CIN 1 y CIN 3 (p<0,01), existiendo una tendencia a la significacion al
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comparar los valores de esta poblacion de linfocitos en las pacientes con CIN 1y

CIN 2 (p=0,056) en el momento de la conizacion.

TABLA 53: Diferencias de CD4 */CD95" en funcion del grado de lesion cervical

Poblacion Lesion Media Desv. tipica | p*
CD4'/CD95" | condiloma | 55,90 - 0,633
CD4'/CD95" | CIN 1 47,50 16,42

CD4'/CD95" | CIN?2 60,31 17,36 0,056
CD4'/CD95" | CIN 3 65,11 14,95 <0,01

*Comparando el valor de CD4"/CD95" entre las pacientes con CIN 1 y el resto

FIGURA 15: Expresion de FAS (CD95) en pacientes con  distintas lesiones

CIN-I CIN-II CIN-III

CD4

La proporcion de células pre-apoptoéticas aumenta en funcién del tipo de lesion. Esto
mismo pudo observarse cuando se agruparon las lesiones en lesiones de bajo grado
y alto grado, donde igualmente, se encontraron diferencias significativas en el

subgrupo de linfocitos CD4*/CD95".
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TABLA 54: Diferencias de CD4 */CD95" en funcion del grado de lesion cervical

(2)
Poblacion Lesién Media | Desviacion p
CD4%/CD95" | Bajo grado 48,15 15,89
<0,01
CD4'/CD95" | Alto grado 62,96 16,03

FIGURA 16: Expresion de FAS (CD95) en pacientes con lesiones de alto y bajo

grado

s33883883
NN

ALTO GRADD

7.2 Poblaciones linfocitarias en el momento del LEE P y a los seis meses y

recidiva/persistencia de lesiones

Se encontrd relacion con la recidiva y la subpoblacion de linfocitos CD4*/CXCR3",

observandose unos valores medios mayores en las pacientes con persistencia o

reaparicion de lesiones. Ademas también se encontraron unos valores medios de

linfocitos CD4"/CD62L" significativamente mayores a los seis meses del tratamiento

en las pacientes que no presentaron lesiones persistentes o recidiva a lo largo del

tiempo de seguimiento.
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TABLA 55: Poblaciones linfocitarias y persistencia y recidiva de lesiones.

Poblacion Recidiva Media Desviacién p
CD4"/CXCR3* no 35,80 15,82
0,03
si 45,18 13,67
CD4"/CXCR3* no 35,42 11,11
0,01
(6 meses) Si 44,10 10,78
CD4'/CD62L" no 82,95 9,77
0,007
si 48,44 26,57

FIGURA 17: Expresion de CXCR3 sobre linfocitos T CD4.  La proporciéon de estas
células (Thl) es superior en pacientes que mantienen las lesiones o han recidivado

(izquierda), P<0,01

RECIDIVA NO Rf CIDIVA

ool o1

CD4
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FIGURA 18: Expresion de CD62L sobre la poblacion CDA4. La expresion de
CD62L, baja en condiciones basales en las pacientes, difiere de la obtenida tras la
intervencidn en pacientes en las que no reaparecen las lesiones. Este patrén de
expresion (derecha) es compatible con la falta de un estimulo antigénico en el que la

mayoria de las células tienen un fenotipo virgen.

PACIENTES SIN RE CIDIVAS A LOS SEIS MESES

CD4

CD62L
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FIGURA 19: Expresion de CD62L sobre la poblacion CD 4. La expresion de
CD62L, baja, se mantiene a los seis meses del LEEP en aquellas pacientes en las
que se detectan nuevamente lesiones cervicales. Este patron de expresion es

compatible con la persistencia de un estimulo antigénico.

PACIENTES CON RECIDIVAS ALOS SEIS MESES

CD4

o b S

CD62L

Por tanto, hemos encontrado diferencias significativas en pacientes que muestran
recidiva. En términos generales, estas diferencias establecen que en las pacientes,
en las que persiste un estimulo crénico por el VPH, la proporcién de células con
fenotipo efector/memoria se mantiene, como lo demuestra la baja expresién de
CD62L y la mayor presencia de células con fenotipo Thl (CD4+/CXCR3+). Es
llamativo el cambio de expresién de CD62L que pasa de ser bajo a ser elevado en
pacientes que no presentaron recidivas, siendo superponible con la expresién de

este marcador en el grupo control (FIGURAS 11, 18).

Por otra parte, se quiso comprobar si la probabilidad de la recidiva de lesiones era
diferente en funcién de si las poblaciones linfocitarias experimentaban un incremento

o disminucién a los seis meses del tratamiento, independientemente de los valores.
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Se observaron diferencias significativas nuevamente para CD4'/CD62L", donde
observamos un riesgo de persistencia/recidiva de lesiones 4 veces superior a
aguellas pacientes en las que los valores de dicha poblacion linfocitaria incrementan

a los seis meses, aproximandose al patréon descrito en la poblacion control.

TABLA 56: Persistencia/recidiva de lesiones en func ion del incremento-

disminucion CD4 */CD62L"

Recidiva
CD4'/CD62L" Si No Total
No incremento |5 0 5
62,5% 0% 29,4%
Incremento 3 9 12
37,5% 100% 70,6%
Total 8 9 36
100% 100% 100,0%

p=0,005 RR no incremento=4 (IC 95% 1,501-10,658)

Ademas se objetivan diferencias muy cercanas a la significacion en CD4CCR4,
donde la persistencia y recidiva de lesiones fue mayor en los casos en los que se
produjo una disminucion de CD4CCR4, por lo que la elevacion de sus niveles resulta

un factor protector frente a la enfermedad.
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TABLA 57: Persistencia/recidiva de lesiones en func ion del incremento-

disminucion CD4 /CCR4"

CD4'/CCR4* Recidiva
Si No Total
Incremento 2 10 12
14,3% 45,5% 33,3%
No incremento | 12 12 24
85,7% 54,5% 66,7%
Total 14 22 36
100% 100% 100,0%

p= 0,05 RR incremento=0,2 (IC 95% 0,360-1,113)
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DISCUSION

Uno de los grandes descubrimientos en la investigacion etioldgica del cancer ha sido
la demostracion de que el cancer de cérvix esta causado por la infeccion persistente
de determinados genotipos del VPH. El hecho de que se trate de una enfermedad
venérea muy frecuente, ya que en las edades de mayor actividad sexual su
prevalencia alcanza hasta el 40% de la poblacion femenina, y que se haya
establecido que se trata de una causa necesaria para el desarrollo de cancer de

cuello uterino hacen de esta infeccidn un importante problema de salud en la mujer.

El cancer de cuello de utero es el segundo mas frecuente entre las mujeres de todo
el mundo, con una estimaciéon de mas de 490.000 nuevos casos al afilo y mas de
270.000 muertes al afio. En general, las tasas mas bajas se detectan en Europa,
Norteamérica y Japon, donde ademas encontramos unas tasas de supervivencia de
entre el 63-73% a los cinco afios. Dentro de Europa, las tasas estandarizadas de
incidencia y mortalidad por cancer de cérvix son bastante mas elevadas en los
paises de Europa central y del este, mientras que en el sur este tumor tiene mucha
menor incidencia. Por el contrario, en los paises en vias de desarrollo se dan
incidencias de hasta 33,5 por 100.000 habitantes, con una disminucion importante
en la supervivencia. Finalmente, dado que se trata de un tumor que se presenta en
mujeres relativamente jovenes se trata de la mayor causa de afios de vida perdidos

por causa del cancer en estos paises.

En Espafa se diagnostican alrededor de 2500 casos nuevos de cancer de cérvix al
afio, manteniéndose la incidencia constante durante afos. Sin embargo, cuando se
estudia la tendencia relacionada con la edad de la paciente, se ha observado un

aumento en la incidencia de cancer de cérvix en la mujeres nacidas entre 1930 y
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1940, observandose ademas un aumento del riesgo en las sucesivas generaciones,
con una media de incremento anual del 1% aunque no significativo, durante la
década de los 90. Probablemente, este incremento pueda ser mas acusado en los
proximos afios, debido no solo a la llegada de poblacién inmigrante procedente de
paises con una mayor prevalencia de cancer de cérvix, sino también ocasionado por
la modificacién en la conducta sexual de las generaciones mas jovenes, tanto en
cuanto a la edad de comienzo de las relaciones, como al incremento del numero de

parejas.

En la poblacion espafola, las estimaciones generadas a partir de muestras
poblacionales de la regién de Barcelona indicarian un rango en la prevalencia de
ADN viral del 2-5%, lo que corresponderia a unas 350.000-900.000 mujeres
portadoras. Entre 175.000 y 350.000 mujeres serian portadoras de condilomas
acuminados, un numero equivalente serian portadoras de LSIL y existirian entre

8.500 y 9.000 casos de mujeres con HSIL.

Las lesiones preinvasoras se diagnostican generalmente en mujeres jévenes,
resultando muy dificil conocer su verdadera incidencia. La probabilidad de que ésta
acabe en un cancer de cérvix invasor dependera entre otros factores del grado de la
CIN. En casos de CIN 1 se estima que regresaran a la normalidad en un plazo de 5
afos el 75%, mientras que el 6% de las mismas progresaran a lesiones de alto
grado. De los CIN 2 y 3 progresaran entre el 12 y el 25%. El hecho de que estas
lesiones se diagnostiquen en mujeres jévenes, muchas de las cuales ain no han
completado sus deseos genésicos condiciona, de forma importante el tratamiento de
las mismas, de forma que mientras que antes se realizaban histerectomias y

amputaciones cervicales, en la actualidad los tratamientos van dirigidos Unicamente
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a la eliminacion de la lesion, preservando el resto del cuello. A ello han contribuido

las mejoras técnicas incorporadas en la practica clinica.

Aunque la eficacia de los tratamientos es elevada, no excluye la necesidad de
controles posteriores, con el fin de detectar de forma precoz la enfermedad residual
0 recurrente, ya que estas pacientes presentan un riesgo cinco veces mayor de
desarrollar un cancer invasor, siendo la persistencia de la infeccion por VPH el factor

mas importante en la recurrencia y progresion de la enfermedad.

El hecho de que recientemente se haya introducido la vacunacion frente a
determinados tipos de VPH y siempre que la cobertura de vacunacion sea elevada,
posiblemente determine en un futuro una disminucion en la tasa de citologias
anormales y en las lesiones escamosas de alto grado. Pero han de pasar afios hasta
que esta situacion hipotética se produzca y mientras tanto, la frecuencia cada vez
mayor y en pacientes mas jovenes, junto con la necesidad de un seguimiento
postratamiento determina una importante necesidad de recursos y un gasto sanitario

nada despreciable.

El que el VPH tenga un papel tan esencial en la etiologia del cancer cervical,
determina una estrecha relacion de la funcion inmunitaria en el origen de esta
patologia. Parece que tanto la respuesta mediante anticuerpos como mediante
células T son importantes en el control de la infeccion por VPH vy, por tanto, del

cancer cervical.

Parece ser, que la respuesta de tipo Thl a la infeccién por VPH es importante para
controlar con éxito el virus, mientras que una respuesta de tipo Th2 proporciona un
control inadecuado de la infeccidn. La respuesta de tipo Thl aumenta la inmunidad
celular mediante la produccion de citoquinas como la IL2 e IFNy. La respuesta de
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tipo Th2 aumenta la inmunidad humoral mediante citoquinas como IL4 e IL10. Apoya
esta teoria el hallazgo de niveles bajos de IL2 y niveles elevados de IL4 en lesiones
escamosas de alto grado’®®. Ademéas Gianinni y cols. observaron un aumento de
IL10 en lesiones de alto grado, en comparacion con lesiones de bajo grado y el
tejido cervical normal**°. Todos estos hallazgos apoyan la teoria de que la respuesta
de tipo Thl es la apropiada para las infecciones por VPH, mientras que la respuesta

de tipo Th2 resulta perjudicial para el control de la infeccion.

Por otra parte, diversos estudios epidemioloégicos han sugerido una fuerte
asociacion entre la infeccion cronica, la inflamacion y el

CénCerl3l’132'133’134’135'136’137’138’139.

Existen por tanto numerosas evidencias que
apoyan que si bien la carcinogénesis es un proceso dependiente de la acumulacion
de cambios genéticos o0 epigenéticos (factores intrinsecos) en las células
transformadas, muchas etapas necesarias para la progresiéon tumoral por ejemplo,
proliferacion, invasibn 'y angiogénesis, son influenciadas por factores
microambientales (extrinsecos) tales como factores de crecimiento, factores
angiogénicos, citoquinas y enzimas proteoliticas**®. En este sentido, numerosas
observaciones sugieren que la inflamacion crdnica y una respuesta inmune humoral
sostenida estan relacionadas también con la iniciacion de tumores (proceso por el
cual las células normales se alteran genéticamente para convertirse en malignas),
promocién (proceso mediante el cual pequefios grupos de células neoplasicas son
estimuladas para crecer) y progresion (proceso por el que el tumor en crecimiento se
vuelve mas agresivo). Actualmente se acepta, de forma general, que la inflamacién

juega un papel importante en la génesis tumoral, de modo que resulta evidente que

la existencia de un microambiente proinflamatorio es un componente esencial en el
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origen de todos los tumores, incluso aquellos en los que aun no se ha demostrado,

una relacion causal directa con dicha inflamacion®**.

Finalmente, la constatacion de los datos anteriormente expuestos y de los datos
epidemioldgicos que sostienen que hay una estrecha relacion entre inflamacion
cronica y cancer, llega de que ciertos polimorfismos genéticos, situados en los
promotores de citoquinas y que regulan la adecuacién e intensidad de las
respuestas inmunoldgica, se encuentran asociados a un incremento del riesgo de

desarrollar cancer31132142,

Por tanto, los objetivos de nuestro trabajo perseguian demostrar una posible
asociacion de polimorfismos genéticos en citoquinas y quimiocionas y de
determinados marcadores linfocitarios relacionados con la maduracion vy
diferenciacion funcional de los linfocitos con parametros clinico-patologicos

asociados a las lesiones inducidas por VPH.

1 CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

La edad media de las pacientes del estudio fue de 39,69 afios, siendo muy similar a

la del grupo control (37,73 afios).

Las lesiones detectadas a nivel cervical fueron fundamentalmente de alto grado
(75,3%) como cabia esperar dado que la conizacion con asa de diatermia es el
tratamiento de eleccion en este tipo de patologia, mientras que en lesiones de bajo
grado es posible establecer tanto una actitud expectante bajo determinadas
condiciones, como la realizacion de tratamientos destructivos locales

(criocoagulacion, vaporizacion con laser de CO,).
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El tiempo medio de seguimiento fue de 23,21 meses, con un maximo de 72 meses y
se contabilizé un total de 6 pacientes que abandonaron el seguimiento antes de
procederse al alta médica desde la consulta. Los datos referentes a estas pacientes
no fueron tenidos en cuenta a la hora de establecer relaciones entre los diferentes
parametros estudiados como cofactores de la infeccion por VPH y el riesgo de

recidiva posterior de lesiones.

La tasa de recidiva se sitta en el 34,8%, siendo ésta algo superior a las descritas en

la literatura, donde se sittian entre el 5y el 30%*

, aunque pueden superar el 50%
en grupos donde existe persistencia de infeccion por VPH de alto riesgo
oncogénico**. Esto puede deberse en primer lugar, a que se decidié no realizar una
diferenciacion entre recidiva y persistencia por parecernos una definicibn mas tedérica
que practica y sobre la que existen ciertas controversias en la literatura y

fundamentalmente, a que se incluyeron las pacientes con lesiones condilomatosas

(35,5% de las recidivas).

Por otra parte, en nuestro grupo no se ha podido establecer una relacion ni con la
afeccion de los bordes quirldrgicos en la pieza de conizacion, ni con la paridad, ni
consumo de tabaco ni anticonceptivos, en contra de lo recogido de forma general en

la literatura®>:146:147,

El hecho de que en nuestro estudio no se observe dicha
asociacion puede deberse en primer lugar, a que se trata de un nimero de pacientes
insuficiente, junto con el hecho de que no se distinguio a las pacientes en funcién del
namero de cigarrillos consumidos a diario, el tiempo de uso de anticoncepcion

hormonal, ni el nUmero de hijos, por no aparecer estos datos reflejados en la historia

clinica, de forma general.
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2 POLIMORFISMOS GENETICOS ASOCIADOS A DESARROLLO DE

RESPUESTAS INFLAMATORIAS

2.1 Regulacién del la migracion transendotelial (qu  imiocinas): RANTES y

MCP-1

POLIMORFISMOS DE RANTES

RANTES es una quimiocina CC que normalmente es expresada y secretada por
diferentes tipos celulares entre los que se encuentran las plaguetas, células
epiteliales y linfocitos T en respuesta a diferentes tipos de sefales como
endotoxinas, infecciones bacterianas y TNFa, destacando su capacidad de regular el
trafico y activacion de una gran variedad de células inflamatorias. Ademas parece
estar intimamente envuelta en la fase aguda de respuesta a la infeccién a través del
receptor CCR5 cuya expresion a nivel cerebral se encuentra incrementada en esta
fase y esta relacionado con el proceso de patogénesis de la fiebre**®. Por otra, parte
se cree que juega un papel importante en la inmunidad antitumoral mediante el

reclutamiento de células de la inmunidad (células T y monocitos)**°.

Los polimorfismos incluidos en este estudio, se encuentran en la region del promotor
-403. Diferentes polimorfismos de RANTES (GA/AA) se han asociado con un alto
riesgo de cancer de pancreas’® (OR= 2.3; 95% CI: 1.0-5.4). En cancer de préstata
los pacientes mostraron una elevada frecuencia del alelo A’®, asociandose éste con
una elevada transcripcion del gen® (OR=1.807; 95% CI: 1.149-2.844 p =0,014),
mientras que en cancer renal y de mama no se ha encontrado asociacion con

parametros clinico-patoldgicos'®. Por el contrario Liou et al encuentran un menor
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riesgo de cancer gastrico en mujeres portadoras del alelo A (OR = 0.36, 95% CI =

0.19-0.70, P = 0.003).***

En el estudio llevado a cabo en nuestras pacientes no se encontraron diferencias en
cuanto a la frecuencia de los diferentes polimorfismos entre las pacientes con
neoplasia cervical y los controles. Tampoco se observo asociacion con el grado de
lesion histologica ni con la frecuencia de reaparicion de lesiones tras el tratamiento

con conizacion.
POLIMORFISMOS DE MCP-1

MCP-1 es una quimiocina responsable del reclutamiento de monocitos y linfocitos T
en condiciones de inflamacion aguda y puede ser un importante mediador en la
inflamacion crénica. El alelo G del polimorfismo -2518 A/G, se relaciona con un

incremento en la produccion de MCP-1.

Variaciones genéticas dentro de la region reguladora que afecta a la trascripcion y
produccion de la proteina MCP-1, se han relacionado con el riesgo de metastasis en
el cancer de mama. Estos descubrimientos se correlacionan con la sobreexpresion
de MCP-1 en tejido tumoral de mama de un estudio anterior. En el estudio realizado

en tejido cancer renal y prostatico no revelé resultados significativos®®%-20%,

En 2008 Nahon y cols. no encuentran asociacion entre la supervivencia ni la
aparicion de carcinoma hepatocelular en pacientes con cirrosis hepatica por virus C,

en relacién con los diferentes polimorfismos de MCP-1.

En cuanto a la asociacion con la CIN, nuestro estudio pone de manifiesto que el
polimorfismo AA (menor produccion de MCP-1) es el de mayor frecuencia tanto en

pacientes como en controles. Sin embargo, casi el doble de las pacientes
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presentaron el alelo G relacionado con la mayor produccion de esta quimiocina,
genotipo (A/G), con respecto al grupo control. Cuando se agruparon en alto/medio
productor (AG/GG) y bajo productor (AA), la frecuencia de AG/GG fue practicamente
el doble en las pacientes que en el grupo control. Esta quimiocina es fundamental
para la quimiotraccién de macroéfagos, la célula clave en el mantenimiento del estado

de inflamacion crénica®2.

Sin embargo, el genotipo AA (bajo productor) se encontré6 con mayor frecuencia en
lesiones de alto grado. Esta contradiccion podria explicarse si tenemos en cuenta el
papel dual y complejo que desarrolla el macréfago como célula pro- y anti tumoral
(macréfagos M1/M2). Es decir un genotipo AA, podria frenar el establecimiento de
infecciones cronicas, pero cuando las lesiones ya se han producido, seria necesaria
la migracion de macrofagos para actuar como células presentadoras de antigeno y

potenciar reacciones de citotoxicidad.

2.2 Polimorfismos que regulan la respuesta inmunolo gica innata: (TNF a,

IL1A, NFkBy MICA)

POLIMORFISMOS DE TNFa

El TNFa es una citoquina proinflamatoria  multifuncional secretada
predominantemente por monocitos/macrofagos y células T. ElI TNFa puede inducir
la necrosis celular, la muerte celular programada o apoptosis, y también puede

promover el cancer.
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TNF es un mediador clave de la inflamacion y puede contribuir a la iniciacion tumoral
mediante la estimulacion de la produccion de moléculas genotoxicas, que puede

producir alteraciones en el ADN y mutaciones'>**%4,

Se ha analizado el papel del TNFa en pacientes con hepatitis C, intentando
establecer una asociacion de los diferentes polimorfismos con el aclaramiento viral,
pero hasta el momento no se ha encontrado asociacion clara al respecto, ya que los
resultados han sido controvertidos**>*°¢*>". En cambio, el genotipo -308 GG (menor
expresion) de TNFa se ha asociado con un gran riesgo de hepatitis B cronica, con lo
que se concluye que este polimorfismo desempefia un importante papel como un

factor genético del huésped en la progresion de la enfermedad®*®*%°.

En cuanto a la posible asociacion con el desarrollo tumoral, en 2008 dos meta-
analisis demostraron un riesgo incrementado de cancer gastrico en portadores del
polimorfismo AA (mayor expresién) de TNFa-308°%% |gualmente, al estudiar estos
polimorfismos en relacion con el cancer de mama, aunque no se encontraron
diferencias en cuanto a la frecuencia de los diferentes polimorfismos entre pacientes
y controles, se hallé una mayor frecuencia del alelo A en los casos en los que existia
invasion vascular y por tanto parece relacionarse con una mayor agresividad de la

enfermedad*®?.

Por otra parte, un estudio realizado por nuestro laboratorio, puso de manifiesto la
relacion entre el alelo A de TNFa y el cancer de prostata'®. Por el contrario, los
estudios realizados en pacientes con cancer de cérvix no han encontrado asociacion
entre los diferentes polimorfismos y la predisposicion o agresividad de dicho
tumor'®1%  Contrariamente a estos estudios nosotros hemos encontrado una

mayor frecuencia del polimorfismo AA de TNFa-308, relacionado con una mayor
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expresion, en las pacientes con respecto a los controles, siendo estas diferencias
estadisticamente significativas (p=0,013; OR=2,27 (IC 95%:1,91-2,71). Cuando
estudiamos si los diferentes polimorfismos podian influir en el grado de lesion
cervical o en la evolucién tras la conizacion, no se pudo establecer dicha asociacion.
Probablemente el hecho de que en nuestra poblacion el alelo A sea poco frecuente,

dificulta la posibilidad de encontrar diferencias significativas.
POLIMORFISMOS DE IL1A

ILLA es una citoquina proinflamatoria producida por monocitos, macrofagos, y
células epiteliales y tiene caracteristicas biolégicas similares al TNFa, incluyendo la
participacion en la respuesta a la invasion microbiana, inflamacién y dafio tisular. El
gen IL1A se encuentra en el cromosoma 213 e incluye varios polimorfismos, siendo
uno de los mas estudiados el -889 C/T situado en la region reguladora 5’UTR,
asociandose el alelo T con una alta expresion de la citoquina. Los polimorfismos de
la IL1 se han asociado, entre otros, a cancer gastrico, hepatocelular, pulmon, colon,
vulva y ovario. En el cancer de mama, IL1A promueve el crecimiento de células
tumorales y la caquexia,'® pese a lo cual ninguno de los estudios de cohortes

detecté asociacion del polimorfismo -889 con dicho tumor*®®¢7,

Otros estudios, ya mencionados, tampoco establecen asociacion entre los diferentes

polimorfismos de IL1A y cancer renal y prostatico™®>?%,

Nuestra investigacion no encuentra asociacion entre los diferentes alelos de IL1A y

la neoplasia cervical, ni en cuanto al grado histolégico ni en la frecuencia de recidiva.

147



DISCUSION

POLIMORFISMOS DE NFkf

NFkB forma parte de una familia de factores de transcripcion que juega un papel
critico en la respuesta inflamatoria innata. La estimulacion por parte de citoquinas
proinflamatorias dirige la activacion de NFk[, que regula la expresion de genes clave
en el control de la apoptosis, angiogénesis y proliferacion celular. El funcionamiento
aberrante de NFkB puede ocasionar una inhibicion de la apoptosis, replicacion
celular y angiogénesis incrementada, estando todos ellos presentes en la aparicion y

progresién del cancer™®.

La activacion inapropiada de NFkB ha sido implicada en la inflamacidén asociada con
una variedad de enfermedades y condiciones patoldgicas, entre ellas el asma,
artritis, shock séptico, fibrosis pulmonar, diabetes, etc. Ademas varios farmacos
antiinflamatorios y anticancerosos actian, en parte, a través de la inhibicion de

NFkp.

Ademas, diversos estudios establecen una asociacion entre determinados genotipos
del polimorfismo 94 ins/del ATTG de NFkBl y enfermedad inflamatoria

|16917O

intestina , aunque un estudio realizado en nuestra poblaciéon no corroboro la

hipétesis de que existe relacion entre la colitis ulcerosa y NFkp.

La via de NFkB tiene una accion dual en la promocién tumoral: en primer lugar,
mediante la prevencion de la muerte de células de potencial maligno y en segundo
lugar, a través de la estimulacion de la produccién de citoquinas proinflamatorias en
las células de infiltracion mieloide y células linfoides. La actividad de NFkB parece
jugar un papel principal en algunos canceres, entre los que se encuentran los
tumores linfoides, el cancer colorrectal y el cancer renal, donde una actividad
elevada de estos factores de transcripcion se asocian con el desarrollo
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tumoral*’**"21"3 Sin embargo, en 2006, Riemann y cols. no encuentran relacién
entre la progresion tumoral y la supervivencia en estas enfermedades y los

diferentes polimorfismos genéticos de NFkB1'"*.

Los mecanismos que estan detras de la relacion entre NFkB1 y determinadas
enfermedades aun no estan claros, sin embargo, se conoce que la delecion de 4
pares de bases en el promotor del gen, da lugar al alelo -94delATTG, que se

relaciona con una disminucién en la transcripcion de NFkp*">*"®,

La inflamacion cronica esta claramente involucrada en el origen de las neoplasias
cervicales intraepiteliales y por tanto de la aparicion del cancer de cérvix. Un reciente
estudio encuentra una mayor frecuencia del genotipo ins/ins y del alelo -94insATTG
en pacientes con carcinoma escamoso de ceérvix (p=0,001; OR=2,56 (IC 95%:1,46-
4,49)). Este polimorfismo se encontro sobre todo en pacientes jovenes (<35 afios) y
con afectacion de parametrios, no relacionandose ni con la diferenciacion tumoral,

estadio clinico ni metastasis en ganglios linfaticos*"”.

Nuestro trabajo mostré una mayor frecuencia del genotipo del/del en los controles y
del genotipo ins/ins en las pacientes afectas de neoplasia cervical intraepitelial,
aunque estas diferencias no alcanzaron significacion. Tampoco se pudo demostrar
una asociacion entre los diferentes alelos de NFkB1 y el grado de lesion cervical, ni
la frecuencia de recidiva en el seguimiento llevado a cabo posteriormente. Estudios

con un mayor tamafio muestra podrian confirmar los hallazgos.

En resumen de estos estudios se puede colegir que tanto TNFa y NFk[, que regulan
el desarrollo de repuestas inflamatorias innatas, podrian asociarse a riesgo de
lesiones cervicales por VPH. Ambas moléculas participan en la misma via (TNFa
activa NFk, y este factor transcripcional induce la expresion de TNFa). Ambos
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regulan la sintesis de quimiocinas, RANTES y MCP-1 entre otras, y compuestos

genotoxicos, como el éxido nitrico, asociados a dafio de ADN%,
POLIMORFISMOS DE MICA

La respuesta inmune innata se considera la primera linea de defensa de la superficie
mucosa. Las células NK son una importante arma del sistema inmune innato

especializadas en eliminar células tumorales y células infectadas por virus*®.

La actividad de las células NK esta regulada por un complejo equilibrio de receptores

inhibidores y estimuladores™”®.

NKG2D es un receptor expresado en casi todas las células NK y células T CD8. Este
receptor puede promover la lisis tumoral a través de la unidbn a una familia
recientemente identificada de ligandos de la superficie celular codificados por los
genes MIC, que incluyen los genes MICA, MICB, MICC, MICD Y MICE. De ellos,
s6lo MICA y MICB son genes funcionales. EI gen MICA se ha identificado
centromérico al gen HLA-B y telomérico al locus de HLA-DQ y de TNF en el brazo
corto del cromosoma 6. Las moléculas MICA al contrario que las HLA no presentan
antigenos pero actian como ligandos para células que expresan NKG2D (linfocitos
NK y algunas subpoblaciones de linfocitos T). Las moléculas MICA son expresadas
frecuentemente en monocitos, células endoteliales, células epiteliales, fibroblastos y
queratinocitos, especialmente en condiciones de estrés'®®. MICA también es
expresado por tumores epiteliales, no obstante, se ha demostrado que la emisién de
MICA desde la superficie de células tumorales ocurre en una variedad de tumores
epiteliales malignos incluyendo el carcinoma hepatocelular avanzado, colon,

préstata, renal, cancer de mama y canceres hematopoyéticos.
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La union de NKG2D activa la respuesta citolitica de células T y NK frente a tumores
epiteliales que expresan MICA, particularmente en células tumorales y células
infectadas por virus que presentan ausencia total y/o parcial de moléculas HLA,
pudiendo representar un nuevo mecanismo molecular de exposicion de células

epiteliales dafiadas al sistema inmune.

No todas las variantes genéticas de MICA codifican para moléculas MICA que
residen en la membrana celular'®. Especialmente la variante genética MICA 5.1, que
presenta una insercion de un nucleétido en el gen, que da lugar a la aparicion de un
codon stop prematuro en el dominio transmembrana. La consecuencia funcional es
que en individuos portadores del alelo 5.1 las moléculas de MICA son solubles y no

de membrana.

La acumulacion de MICA en el suero puede modular negativamente NKG2D a traves
de una facilitacion de la internalizacion y degradacion lisosomal de NKG2D. Esta
estrategia se ha postulado como un mecanismo usado por las células tumorales
para evadir la vigilancia inmunoldgica. De hecho, se ha encontrado que MICA 5.1 se
asocia a carcinoma escamoso de la cavidad oral'® y a baja supervivencia. También
y en poblacién espafiola se ha encontrado asociacién a cancer de mama*®?. Con
estos antecedentes y particularmente porque el cancer cervical, se trata de una
neoplasia asociada a infecciobn crénica persistente por el virus VPH, podria
esperarse que la variante genética 5.1 pudiera tener algin impacto sobre la
patogénesis de la neoplasia cervical. Un estudio reciente apunta que determinados
residuos polimérficos de MICB se encuentran negativamente  asociados al
desarrollo de céncer cervical probablemente por el impacto sobre la

inmunoactivacién de las células citotéxicas'®®. En nuestro trabajo al contrario de lo

151



DISCUSION

que ocurre en pacientes espafiolas de cancer de mama, no hemos encontrado
mayor riesgo de desarrollo de CIN en funcion de los diferentes polimorfismos de
MICA, ni siquiera cuando se agrup0 a las pacientes y los controles en funcion del
alelo MICA 5.1. Tampoco se pudo establecer asociacion entre el grado de lesion
cervical y el riesgo de recidiva o persistencia de las mismas con los diferentes
polimorfismos de MICA. Nuestros datos, por tanto, confirman los obtenidos en otros
grupos de poblacion, también en pacientes con neoplasia cervical

intraepitelial. 1841

2.3 Polimorfismos que regulan la respuesta inmunol6 gica adaptativa: IFN v,

IL10, CTLA-4

POLIMORFISMOS DE IFNy

El IFNy, producido principalmente por linfocitos activados y células NK, es una de las
principales citoquinas que polariza las células Th (cooperadores) hacia el fenotipo
Th1l e inhibe el desarrollo de células Th2. La respuesta celular tipo 1 juega un papel
decisivo en la defensa del huésped frente a las infecciones virales y el desarrollo
tumoral. Asi pues, niveles elevados de produccion de IFNy se asocian con una
respuesta efectiva frente a virus y entre ellos, el VPH'®®. Ademas, se ha observado
gue una baja expresion intratumoral de esta citoquina, se asocia con un peor

prondstico en el cancer cervical'®" %8,

Otros estudios como el de Halma en 2004, no encuentran diferencias entre

pacientes con cancer de pancreas y controles sanos, en cuanto a la frecuencia de
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los diferentes polimorfismos del gen del IFNy, pero si detectan una mayor

supervivencia en portadores del alelo 12'%,

El papel de los polimorfismos del IFNy en el intron 1, en el cancer de mama
esporadico también ha sido analizado, encontrando una mayor frecuencia de alelo
12 en estas pacientes, mientras que el alelo 15 fue significativamente mas frecuente

en los controles®,

Por otra parte, en tumores asociados a procesos inflamatorios, el incremento en la
produccion de IFNy podria contribuir al crecimiento y progresion de tumor. Esto
altimo se evidencia en procesos inflamatorios crénicos como en la enfermedad
inflamatoria cronica intestinal y en infecciones persistentes como las producidas por
VPH, virus de hepatitis By C (VHB, VHC). Asi pues, el papel de esta citoquina en el

desarrollo tumoral es complejo*®**%2.

En el estudio realizado por Lai'® encuentran asociacién entre los diferentes

polimorfismos de IFNy y una mayor o menor susceptibilidad a la carcinogénesis
cervical. Asi los genotipos 12 y 14, asociados con niveles elevados de transcripcion,
se relacionaron con un mayor riesgo de lesiones neoplasicas cervicales de alto
grado, estando estos hallazgos en contra de la hipdtesis que confiere a esta

citoquina un factor protector.

En nuestro trabajo por el contrario, se hallé una mayor frecuencia de alelo 12 en el
grupo control. En el grupo de pacientes fue menor la proporcion de heterocigotos
(produccién intermedia), siendo mayor la de aquellos que no tenian alelo 12 (bajo
productor). La ausencia de este alelo casi triplicé el porcentaje con respecto al grupo
control. También, aunque no resultd significativa, hubo mayor frecuencia de
pacientes con lesiones de alto grado en el grupo con ausencia de alelo 12 (bajo
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productor). El 32% de las pacientes con lesiones de alto grado (18 casos) tuvieron
genotipo con ausencia del alelo 12, frente al 12,5% (2 casos). Nuestros datos
contradicen a los del grupo de Lai y apoyan los numerosos estudios que sostienen la
necesidad de esta citoquina, en relacion a la inmunidad antiviral por su mediacion
en respuestas Thl y en la activacion de linfocitos T citotoxicos. En resumen, una
produccion minima IFNy resultaria fundamental para el control de la infeccién por
VPH, y un genotipo bajo productor daria lugar a una respuesta insuficiente, una
persistencia en la infeccion viral y al mantenimiento del status de inflamacion

cronica.

POLIMORFISMOS DE IL10

IL10 es una citoquina homodimérica que fue originalmente descrita como “factor
inhibitorio de citoquina” (CSIF) por su habilidad para inhibir la secrecion de
citoquinas de las células Thl. Los monocitos son la mayor fuente de IL10 y otras
células productoras de esta citoquina incluyen las células T (especialmente, las
células T CD4+ reguladoras que expresan también CD25 y FOXP3), las células B y

las células dendriticas. La IL10 regula la expresion linfocitaria de IL4, IL5 e IFNa. .

Aunque la principal funcién de IL10 es inhibir tanto la presentacion de antigenos
como la produccion de citoquinas proinflamatorias y mediadores de macrofagos y
células denditricas, es importante remarcar que ademas puede actuar como
coestimulador de la activacién de células B, prolongando la supervivencia de dichas
células y coestimulando a las células NK para la produccion de citoquinas e incluso
actuando como factor de crecimiento para determinadas células T CD8. Todas estas

actividades estimuladoras son dosis dependiente.'
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La expresion de esta citoquina tiene efectos inhibitorios y supresores en la funcion
proinflamatoria de las células presentadoras de antigeno. La IL10 también inhibe la
expresion de moléculas de membrana como el HLA de clase IlI, el CD80, el CD86 y
el CD23, regulando asi la respuesta inmune. En ausencia de la molécula B7 (CD80
o CD86), por ejemplo, no hay proliferacion de linfocitos T y no hay produccién de

citoquinas en respuesta al antigeno.

El gen de la IL10 esta localizado en el cromosoma 1, en la posicion 1931-1g32. Un
gran numero de grupos han estudiado los polimorfismos del gen IL10. Hasta el
momento se han registrado en la literatura 49 polimorfismos; de éstos, 46 son
polimorfismos de nucleétido Unico, dos son microsatélites y uno es una pequefa
deleccion. De éstos, veintiocho son polimorfismos de la region promotora y 20 no

codifican ni regulan.

Se ha detectado asociacion de los haplotipos configurados por los alelos en las
posiciones -1082, -819 y -592 con los niveles de expresion de IL10, en cuanto el
haplotipo -1082A/-819T/-592A esta asociado con producciéon disminuida de IL10, al

compararlo con el haplotipo -1082G/-819C/-592C*°.

No se sabe muy bien el significado de la produccién de la IL10 en el desarrollo
tumoral y su microambiente. Se han encontrado resultados opuestos cuando se han
medido los niveles de IL10 en sangre periférica (altos niveles se relacionaba con un
peor prondstico tumoral) o en las muestras tumorales (altos niveles estaba

relacionado con supervivencia)'®.

Los trabajos realizados sobre cancer de mama no han podido establecer la

existencia de asociacion entre los diferentes haplotipos y esta patologia®®’.
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En cancer renal se ha evidenciado una asociacion entre la heterocigosidad (AG) y
un mayor tamafio tumoral, metastasis ganglionares y un estadio tumoral mas
avanzado®”. En cambio, en el estudio de la patologia cervical se han encontrado
resultados contradictorios. Stanczuk y cols. hallaron una asociacion entre el alelo G
y por consiguiente, una elevada produccién de IL10 y el carcinoma invasor*®®,
mientras que otro trabajo posterior no detectd diferencias en la distribucion de los
diferentes alelos entre pacientes afectas de cancer de cérvix y controles sanos'®.
Ambos, son estudios retrospectivos de casos y controles realizados en poblacion
africana, pero cabe destacar que éste ultimo contdé con un nimero muy superior de

participantes.

Por otra parte, un estudio realizado en adolescentes inmunodeprimidas ha
relacionado los diferentes polimorfismos de IL10 con la frecuencia de aclaramiento
del VPH, de modo que el alelo G se ha relacionado con una reduccién en el
aclaramiento de VPH de alto riesgo. Puesto que la persistencia de la infeccion viral
es el principal factor de riesgo para la aparicion de lesiones neoplasicas cervicales,
podria especularse con una posible asociacién entre esta patologia y el alelo G de

IL10-1082.

En nuestro estudio no se hallaron diferencias en la frecuencia de los diferentes
haplotipos en el grupo de pacientes y en los controles sanos. Por otra parte, en el
grupo de pacientes no se encontrd relacién ni con el grado de lesidon neoplasica ni

con la frecuencia de recidiva de lesiones.

Como ya se comentd anteriormente, el alelo C de IL10-819 se relaciona con una
menor produccion de IL10, relacionandose ademdas con una reduccion en el

aclaramiento de VPH de alto riesgo™’.
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Un estudio prospectivo realizado en pacientes con cancer de ovario relaciono el ser
portadora del alelo T con un peor prondstico de la enfermedad con respecto a las
portadoras del alelo C, aunque al realizar un analisis multivariante solo la presencia
de enfermedad residual y el volumen de ascitis se comportaron como factores
pronésticos independientes'®®. El alelo T también se ha relacionado en un estudio
llevado a cabo en pacientes con melanoma, con una mayor susceptibilidad frente a

este tumor'®.

Nuestro trabajo no pudo demostrar una relacion de los diferentes haplotipos con el
grado de lesion cervical y la frecuencia de reaparicion de las lesiones tras el
tratamiento. Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
la distribucion de los diferentes alelos en los dos grupos estudiados. Estos

resultados concuerdan con los obtenidos en pacientes con cancer renal®.
POLIMORFISMOS DE CTLA-4

CTLA-4 codificado por un gen del cromosoma 2933, es un receptor expresado por
linfocitos T activados. La molécula CTLA-4 interacciona con el ligando B7 en la
superficie de las células presentadoras de antigenos, provocando una parada del
ciclo celular del linfocito T y una inhibicién de la produccién de citoquinas y por
consiguiente elimina la fase de proliferacion de linfocitos T que es fundamental como
respuesta antitumoral. El bloqueo de CTLA-4 conlleva un incremento de la respuesta

inmune y del rechazo de tumores.

El gen CTLA-4 consta de 4 exones y se han identificado mas de 100 polimorfismos
en la region CTLA-4. El polimorfismo CTLA-4/CT60 se cree que controla el
procesamiento y la produccion de CTLA-4. Ueda y cols. demostraron que el alelo G
en la posiciéon CT60 se asocia con un descenso del 50% en la isoforma soluble de
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CTLA-4"*. Los genotipos que producen niveles elevados de CTLA-4 parecen tener

un papel protector frente a enfermedades autoinmunes®®.

En un estudio publicado en 2009 sobre cancer renal metastasico se encontré una
asociacion entre los polimorfismos del gen del CTLA-4 y un incremento del riesgo de
desarrollar carcinoma de células renales. Se descubri6 una alta frecuencia
genotipica de los polimorfismos CTLA-4/CT60-AA y CTLA4/A49G-AA en pacientes
con carcinoma renal frente a los controles (CTLA-4/CT60-AA: 38,6% VS 22,9% en
controles, p=0,005 y un OR=2,12 con 95% CI. 1,28-3,50; y para CLA-4/A49G-AA:
58,4% frente a 44,3% en controles, P=0,022 y OR=1,76 con 95% CI: 1,11-2,80).
Estas asociaciones en el mismo estudio no se vieron en el cancer de colon. Ademas
se descubrio una asociacion entre el polimorfismo CTLA-4/CT60 y el grado tumoral
en pacientes de carcinoma renal, demostrandose una alta frecuencia del genotipo

AA en pacientes con tumores de alto grado.?**

En nuestro estudio encontramos por el contrario, que el genotipo AA fue mas
frecuente en los controles (17% en casos frente a 30,5% en controles), aunque estas
diferencias no alcanzaron la significacion estadistica (p=0,071). El alelo A,
relacionado con una mayor produccion de CTLA-4 soluble y una menor duracion de
la respuesta proliferativa T, tendria por tanto un papel protector frente a CIN. Estos
datos, se podrian explicar en el contexto del mantenimiento y prolongacion de la
respuesta inflamatoria y su cronificacion como factor favorecedor de la aparicion de
dafio celular y transformacion neoplasica. No obstante, probablemente las
diferencias encontradas en este estudio lo fueron porque en el grupo control
(mujeres) la frecuencia de este genotipo AA es del 30%, mientras que en el estudio

de cancer renal, también de nuestra area geogréfica, el genotipo AA del grupo
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control fue del 22%. No hay datos en la bibliografia que establezcan diferencias en el
polimorfimos de CTLA-4 CT60 y el sexo. Cabe plantear, por tanto, la necesidad de
un mayor numero de pacientes y controles para confirmar si esta tendencia es real o

no.

No encontramos relacion entre el grado de lesion cervical y la recidiva/persistencia
de lesiones en nuestras pacientes con los diferentes polimorfismos de CTLA-4. Esto
concuerda con el estudio realizado en pacientes con cancer de mama, en las que no
aparecio relacion entre los diferentes genotipos y alelos de CT60 y el tamafio

tumoral y presencia de ganglios metastasicos en el momento del diagndstico®®?.

3 SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS: DISTRIBUCION, EVOL UCION TRAS
EL TRATAMIENTO Y RELACION CON RECIDIVA/PERSISTENCIA DE

LESIONES

El papel central de las células T en la inmunidad antitumoral esta bien establecido.
El infiltrado tumoral por parte de estas células se ha considerado, de forma general,
como una respuesta por parte del huésped dirigida contra los antigenos tumorales.
Incluso esta infiltracion ha sido considerada, en determinadas neoplasias como
factor de buen prondstico. Sin embargo, el hecho de que los tumores crezcan en
presencia de la infiltracion linfocitaria, sugiere el que estas células no han sido
capaces de mantener una respuesta inmune eficaz. Por otra parte, se conoce como
las lesiones premalignas Yy malignas se asocian con cambios en los perfiles

linfocitarios, asi como en la funcionalidad de los mismos.
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La inmunidad celular se asocia con el aclaramiento de la infeccion por VPH y la
regresion de las neoplasias cervicales intraepiteliales. Esta respuesta celular es
favorecida por los CD4 Thl. Por otra parte, en la inmunidad frente al VPH se ha
comprobado que existe una disminucion en la respuesta por parte de los linfocitos T

CD4 y una falta de efecto citolitico por parte de los linfocitos T citotdxicos.

Los linfocitos Thl expresan CXCR3 y CCR5, mientras que los linfocitos Th2
presentan en superficie entre otras moléculas CCR3, CCR4. Asi, varios estudios
encuentran una mayor infiltracion de las muestras de tejido tumoral, por parte de
linfocitos CXCR3" y CCR5" y menor de linfocitos CCR4", asociandose esta
polarizacién hacia Thl con un mejor pronéstico®®**?**. El hecho de que en cancer
renal metastasico se hayan detectado proporciones menores de linfocitos CXCR3" y
mayores de CCR4", indica que la distribucién de estos puede variar durante la

evolucion de la enfermedad?®®.

Cuando comparamos los diferentes fenotipos de linfocitos en sangre periférica, tanto
en las pacientes a las que se realizo el tratamiento mediante LEEP, antes y después
del mismo, y en voluntarias sanas, encontramos diferencias en la proporcioén hallada

de alguna de estas subpoblaciones linfocitarias.

Observamos como los linfocitos CD4CD62L" se encontraban en una proporcion
significativamente menor en el grupo de pacientes, con respecto a los controles.
Este antigeno se asocia a diferenciacién y maduracion T CD4 y se deja de expresar
a medida que el linfocito se diferencia hacia célula efector/memoria, lo que pone de
manifiesto que la presencia de células efector/memoria predomina en el grupo de
pacientes y contrasta con la presencia casi mayoritaria de células CD62L*/CCR7" en

el grupo control (células virgenes o “naive”). Confirmando el predominio de células T
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diferenciadas, también la expresion de CXCRS3 en linfocitos CD4 se encontré con
mayor frecuencia en el grupo de pacientes, en el momento del tratamiento. La
diferenciacion de las células T CD4 *“naive” o indiferenciadas hacia células T
efectoras Thl o Th2 resulta crucial en la defensa del huésped frente a los diferentes
microorganismos. El receptor CXCR3, que como hemos visto, es expresado por

células Th1296:207

, iImplicadas en la defensa frente a virus, se encuentra en una
mayor proporcion en el grupo de pacientes con lesiones secundarias a la accion del

VPH.

A los seis meses del LEEP, las diferencias en CD4"/CXCR3", persistieron, aunque
estas diferencias ya no fueron significativas, ya que se produjo una ligera
disminucién en la proporcion de esta subpoblacion en las pacientes (39,51).
Igualmente persisten las diferencias entre pacientes y controles en el analisis de los
linfocitos CD4*/CD62L", aunque éstas se redujeron (53,20 frente a 74,15). El hecho
de que tras el tratamiento los valores de estas subpoblaciones tiendan a
aproximarse, en pacientes y controles sanos, parece razonable puesto que se
produce una extirpacion de las lesiones, aunque probablemente en muchas de las
pacientes no se haya producido un aclaramiento del agente causal, como es el VPH,

pudiendo esto determinar la persistencia en las diferencias.

Ademas, en este momento del seguimiento se hallaron diferencias significativas en

CD47/CD25™ (7,38 en pacientes y 6,02 en controles).

El hecho de que se produzca este incremento de células CD4*/CD25", podria
conllevar un peor prondstico, ya que se sabe que estas células pueden suprimir la
respuesta inmune frente a infecciones y tumores, de modo que promueven la

persistencia microbiana y progresién tumoral®®. Se ha demostrado, una mayor
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frecuencia de estas células T reguladoras (CD4'/CD25"), en sangre periférica y
tumores de pacientes con cancer de ovario, colon, esoéfago, estémago,

209210211212 Adem&s se ha observado como la

hepatocelular, pancreas, etc
deplecion in vivo de células T reguladoras usando anticuerpos neutralizantes
dirigidos contra CD25 incrementa la respuesta antitumoral mediada por células T e

induce la regresién de tumores experimentales como sarcomas y melanomas®*>2*4.

Un estudio llevado a cabo en pacientes con lesiones preneoplasicas y cancer de
cérvix detectd una mayor proporcion en linfocitos CD4*/CD25™" en sangre periférica,
con respecto a controles sanos, asociandose ademas con elevada expresion de
CD45RO0. Estos niveles no comenzaron a declinar hasta un afio después de finalizar
los tratamientos®'®. Otro estudio de cohortes retrospectivo encontré una elevacion
significativa de CD4'/CD25"" en pacientes con CIN 3 e infecciébn por VPH

persistente®*®.

Ademas, se ha demostrado como la deplecion de CD25 in vitro, exacerba la

respuesta celular virus-especifica por parte de linfocitos CD4 y CD8%*’.

A pesar de todo lo expuesto, nuestros datos no encontraron mayor frecuencia de
CD4'/CD25™ en lesiones de alto grado, ni una mayor frecuencia de recidiva debido

al incremento de sus valores.

Por otra parte, cuando se evalud la evolucion que experimentaron en funcion a sus
niveles sanguineos, las diferentes subpoblaciones en el grupo de pacientes justo
antes de que se realizara la conizacion y a los seis meses de dicha cirugia,
encontramos cambios significativos en los linfocitos CD19, donde se observa un

incremento (11,69 frente a 13,99), al igual que en CD4*/CD25"" (5,74 frente a 7,78) y
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que en CD4'/CD62L" fue significativamente mayor, ya que practicamente se

duplicaron los valores (35,59 frente a 65,99).

Estos datos, por tanto, ponen de manifiesto un incremento a los seis meses de
células CD4'/CD62L", en las pacientes acompafiado de un discreto aumento pero
significativo de células Treg CD4'/CD25"". La proporcion de células CD4*/CD62L",
se aproxima a la normalidad encontrada, lo cual esta probablemente relacionada
con la ausencia de estimulo antigénico (aclaracion viral y resolucion) tras el

tratamiento escisional.

Por ultimo, se intentaron correlacionar los niveles de las distintas subpoblaciones
con la severidad de las lesiones cervicales y con la frecuencia de recidiva, para ello
se estratifico el analisis a los 6 meses en funcion de la presencia de recidiva en las
pacientes. El patrén expresion de CD4/CD62L*" en las pacientes con recidivas fue
similar a las del diagnostico. Por el contrario el patrén CD4'/CD62L", observado
también en mujeres sanas fue el observado en pacientes que no recidivaron. De
forma interesante, también, los valores medios de CD4/CXCR3" en sangre
periférica fueron significativamente mayores, tanto en el momento del LEEP como a
los seis meses, en las pacientes que sufrieron en el transcurso del seguimiento,

recidiva de lesiones.

Esto probablemente, se puede explicar porque el tratamiento mediante LEEP,
induce inicialmente un importante mecanismos de produccion de sefales de alarma,
“danger signals”, que potenciaria las respuestas Thl y, por tanto, de apariciéon de
células CXCR3". Sin embargo, en mujeres que no logran resolver la infeccion, se
produciria un estado de recurrencia en las lesiones neoplasicas que se acompafia

de un estado de marcadores linfocitarios similar al observado en el momento del
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tratamiento. En consonancia, con estos resultados van Steenwijk y cols. demuestran
la presencia de linfocitos T especificos de VPH 16 en pacientes con recidivas tras
LEEP?®. Asi, ante una persistencia de VPH, seria légico que siga existiendo una
polarizacion de la respuesta inmune hacia Thl. Estos datos, igualmente justificarian
de forma paralela, el incremento porcentual a los seis meses de los niveles de
linfocitos CD4*/CCR4" en mujeres sin recidiva durante el seguimiento. Por tanto, un
incremento en los linfocitos Thl quedaria como un reflejo de la persistencia de las
lesiones. Sin embargo en numerosos trabajos este estimulo cronico persistente se
asocia a un estado de respuestas débiles o no funcionales de los linfoctos T
efectores. En este sentido es interesante constatar dos aspectos, en primer lugar, la
mayor presencia de linfocitos Treg (CD4'/CD25™) (p<0.01) a los seis meses del
tratamiento, siendo la proporcion de estas células mayor en las pacientes con
respecto a controles sanos. Estos linfocitos pueden suprimir las respuestas
funcionales de los linfocitos Thl y favorecer el desarrollo del cancer.?*>?°Sin
embargo, con independencia de la mayor presencia de células Treg postratamiento,
en las pacientes, se observd también la presencia de marcadores asociados a la
regulacion apoptotica homeostéatica de los linfocitos T. La presencia de este
marcador se asocio a parametros clinicopatologicos en las pacientes y puede estar
relacionado con el estado de supresion funcional caracteristico de linfocitos T
expuestos a infecciones cronicas persistentes. CD95 es un receptor multifactorial
gue induce la muerte celular o proliferacion, dependiendo de la sefial recibida, del
tipo celular en que se exprese y del contexto en el que se encuentre??’. CD95 actla
fundamentalmente como un receptor de muerte celular cuando interactla con su
ligando CD95L. El sistema CD95/CD95L contribuye a la delecion de células T

activadas durante la fase de finalizacion de la respuesta inmune, jugando un papel
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clave en la apoptosis de células T. La continua exposicion a un mismo antigeno
conlleva la aparicion de linfocitos con expresion de un fenotipo terminal en la
maduracion, caracterizado por la expresion de FAS (CD95) y por la pérdida de
CD28, CD27 y CD62L, que se asocian a linfocitos “exhaustos” con menor capacidad
de proliferaciéon ante estimulos antigénicos. De hecho, una caracteristica de los
linfocitos T especificos durante el transcurso de infecciones virales cronicas es su

baja capacidad replicativa.

FIGURA 20: Acumulo de linfocitos T senescentes en i nfeccion viral cronica
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AICD' : Activation-induced cell deathfinduccion de la activacion de la muerte celular

Estos linfocitos que han sido expuestos crénicamente a antigenos, aunque tengan el
fenotipo efector-memoria, tienen una menor capacidad de respuesta por el
acortamiento de telomeros que presentan (senescencia replicativa) y tienen por
tanto menor capacidad funcional. En nuestro estudio, es compatible con el modelo
propuesto de diferenciacion terminal tras estimulo antigénico cronico por infecciones

virales crénicas y en el cancer.?*
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FIGURA 21: Cambios fenotipicos y funcionales en linfocitos T C D8 y CD4
inducidos por la estimulacion antigénica cronica. La estimulacién antigénica
cronica o repetitiva, como la inducida por infecciones virales crénicas, llevan a las
células T CD4 hacia una diferenciacion terminal a células efectoras y finalmente a

células exhaustas..
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FIGURA 22: Homeostasis de la respuesta inmune tomando como eje mplo una

infeccion viral aguda y cronica y el cancer. Obsérvese en el primer caso como se
logra controlar la infeccion, mientras que en los casos 2° y 3°, la persistencia de una
infeccion crénica origina un fallo en los mecanismos de apoptosis o de “muerte

celular programada”, y conduce a un estado de enfermedad incontrolable, similar a

lo que ocurre en el cancer.
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Un trabajo realizado en nuestro centro pudo demostrar como estos linfocitos T CD4

con diferenciacion terminal se encuentran en infecciones persistentes por
citomegalovirus, presentando alterados los patrones de regulacion homeostatica
inducida por FAS (AICD) y tendiendo a acumularse en la sangre de los pacientes y
alterando el repertorio celular T?*2. Esta situacién puede asociarse a un estado de

inmunosupresion por el empobrecimiento del repertorio. Estos linfocitos se han
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encontrado aumentados, tanto en situaciones de infeccién crénica persistente®?,

como en el cancer®®. En nuestro estudio se objetivd, por una parte, como los
valores de CD4*/CD95" fueron menores en pacientes con lesiones de bajo grado, y
por el contrario se encontré un progresivo incremento en lesiones mas avanzadas
(CIN 2-3). La expresion de linfocitos T CD4"/CD95" en algunos pacientes con CIN 3

se detectd hasta en un 83% del total de células T CDA4.

Asi pues, una vez clarificadas las funciones de CD4'/CD95", nosotros pensamos
gue una mayor proporcion en sangre periférica, a medida que avanzan las lesiones,
puede provocar una respuesta inmune deficiente frente al VPH y favorecer, por

tanto, la progresion a neoplasia cervical intraepitelial de alto grado.

Finalmente, en lo que se refiere a los linfocitos B, las pacientes con lesiones
condilomatosas presentaron niveles mayores de CD19, que aquellas con neoplasia

cervical intraepitelial, en cualquiera de sus grados.

Existen controversias en los diferentes estudios en cuanto al papel que representan
las células B en la inmunidad antitumoral. Se ha observado como pacientes con
cancer tienen niveles elevados de inmunoglobulinas séricas, algunas con actividad
especifica antitumoral, pero el papel de estos anticuerpos ha sido muy debatido.
Inicialmente, se asumié que formaban parte de la respuesta antitumoral, sin
embargo, su presencia a menudo se ha relacionado con un peor pronéstico. Esto, en
combinacion, con estudios experimentales, que relacionan el tratamiento con células
B especificas del tumor con progresion del mismo, ademas de que suprimen a las
células T citotoxicas ha ocasionado un cambio en lo que concierne al papel de las

células By la inmunidad humoral en el desarrollo del cancer’®?2>22¢,
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Aln asi, hay que destacar que existen multiples datos clinicos que ponen de
manifiesto como individuos inmunodeprimidos por farmacos o por enfermedades que
ocasionan inmunodeficiencias, muestran un riesgo incrementado para ciertos tipos

de cancer asociados a virus y carcinégenos conocidos®?’.

Un reciente estudio, ha puesto de manifiesto como niveles elevados de células B en
ganglios linfaticos, se asocian con un mejor prondstico en tumores epidermoides de

cabeza y cuello®®®

, estando en consonancia con nuestros datos en los que los
niveles mas elevados de linfocitos B se asocian con las lesiones de menor

importancia a nivel cervical.

En resumen de nuestros datos se desprende que la presencia de mayor frecuencia
de células con fenotipo efector-memoria Thl en la sangre de los pacientes que
presentan lesiones o recidivas posiblemente esta relacionada con la persistencia de
respuestas efectoras frente a VPH. Los niveles menores en la poblacion control (que
probablemente haya tenido contacto con el virus) y la disminucion en mujeres que
no presentan recidivas tras el tratamiento quirdrgico, seguramente obedece, a la
reduccion de las células efectoras tras el aclaramiento viral por la regulacion
homeostatica. Por tanto, una mayor presencia de células T CD4'/CD25", y de
linfocitos T CD4*/CXCR3*, CD95*CD62L"" pueden ser marcadores inmunolégicos de
infeccién crénica persistente. Es probable, que pacientes con elevados niveles de
estos linfocitos presenten un deterioro funcional que les impida ser candidatos a
recibir vacunas potencialmente curativas (por ejemplo vacunas frente a antigenos
E6 y E7 mediadas por LTC), de manera analoga a lo que ha ocurrido en gran parte

de los ensayos clinicos de vacunaciéon del cancer.
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En resumen, de los factores inmunogenéticos (polimorfismos) que pueden influir en
respuestas inmunologica deficientes frente a VPH, hemos encontrado que tanto un
déficit de respuesta (ausencia de un nivel adecuado de produccion de IFNy, la
presencia de células Treg), como un genotipo alto productor de quimiocinas y
citoquinas pro-inflamatorias  podrian favorecer la aparicion de las lesiones
mediadas por VPH. En este dltimo caso, una excesiva respuesta, conllevaria una
destruccion masiva de células infectadas, liberacion de sefales inflamatorias
(danger signal) y mantenimiento cronico de respuesta inflamatoria por la infiltracion
de células, fundamentalmente macréfagos (genotipo de MCP-1). EI mantenimiento
de la lesion inflamatoria cronica alteraria ademas de forma progresiva el programa
funcional y madurativo de los linfocitos T y finalmente a una pérdida de respuesta
protectora mediada por linfocitos T citotoxicos. No obstante la orquestacion de una
respuesta adecuada frente a VPH, dista mucho de estar comprendida en su
totalidad. Esta claro que depende de un adecuado balance de moléculas y células
efectoras que pueden, dependiendo de las circunstancias, tener efectos promotores
o erradicadores de la transformacion neoplasica. Precisamente respecto a la
infeccion por VPH, se ha puesto de manifiesto esta complejidad en dos modelos
murinos de carcinogénesis mediada por VPH. En uno de ellos, los linfocitos CD4
son protectores para el desarrollo de cancer cervical y en otro son células

promotoras de cancer de piel??%%0#!,

Esta paradoja puede resolverse si se acepta que la inflamacién y el escape
inmunoldgico pueden ser separados temporalmente. Esto explicaria porqué en
numerosos estudios las respuestas Thl se han encontrado asociadas a la resolucion
de las lesiones SIL y nosotros hemos encontrado en las pacientes con recidivas este

tipo de linfocitos Thl (CXCR3*, CD62L*"), aunque probablemente no funcionantes
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(inmunoescape). La mayor expresion de CD95 relacionada con la edad de los
linfocitos puede ser un indicador de esta pérdida de funcion y capacidad replicativa

(senescencia).

A medida que la relacion entre la infeccion por VPH con determinados polimorfismos
genéticos y la funcidon inmunitaria se conozca mejor, es de esperar, que el
paradigma genético del desarrollo del cancer cervical pueda definirse de una forma
mas objetiva. Parece claro, no obstante, que los factores inmunogenéticos que
influyen en la susceptibilidad de los pacientes para producir infeccion cronica
persistente determinarian la activacion de vias proinflamatorias reguladas por
citoquinas y quimiocinas con el objetivo de mantener la angiogénesis, la
inmunosupresion local (alteracion funcional de los linfocitos) y el desarrollo de
matriz extracelular, tres factores claves para el desarrollo de lesiones inflamatorias
cronicas sobre las que se sustentan muchas veces la transformacion neoplasica y la
progresion tumoral. De esta manera, en un futuro se deberian de contemplar
nuevos enfoques terapeuticos preventivos, de correccion y manipulacion de los
procesos inflamatorios cronicos en la prevencion y tratamiento de las lesiones

neoplasicas cervicales.
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. Los genotipos de alta produccion de TNF-a y de MCP-1, se encuentran
significativamente incrementados en las pacientes con CIN, siendo posible
gue ambas citoquinas se encuentren implicadas en la persistencia de la
de la inflamacion cronica y predispongan a la aparicion de neoplasia

cervical intraepitelial.

El genotipo asociado con baja produccion de IFNy, se asocia a la
persistencia viral y desarrollo de lesiones neoplasicas cervicales

probablemente porque se induzcan respuestas citotoxicas T insuficientes.

. La presencia de linfocitos Th1l (CD4"/CXCR3*/CD62L""), se encontré
significativamente mas elevada en pacientes y también en aquellas en las
que persiste la lesion tras el tratamiento escisional. Por tanto la
determinacion del patron de expresion del marcador CD62L y CXCRS3 en
los linfocitos T CD4 puede ser de utilidad para definir un estado de
persistencia/recidiva de HPV. Por el contrario, el incremento de la

proporcion de linfocitos CD4*/CCR4" podria ejercer un papel protector.

. La reconstitucion del repertorio celular con células de fenotipo virgen (T

CD4/CD62L™) tras el tratamiento es indicativo de resolucion.

. La persistencia de la infeccion debe de provocar una disfuncionalidad en
la poblacion Th1l. En este sentido, la expresion del marcador CD95 vy la
mayor presencia de células con fenotipo Treg (TCD4'/CD25™), podria

explicar la falta de aclaramiento viral del VPH.
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6. La determinacion de CD95 en la poblaciéon T CD4 puede ser utilizado
como un marcador de progresion en la neoplasia cervical y reflejaria el

agotamiento de las respuestas celulares T.

7. Una proporcion elevada se asocia con lesiones condilomatosas, mientras
qgue disminuyen en lesiones de mayor envergadura, por lo que se deduce
que la presencia de estas células conlleva un mejor prondstico en la

infeccion por VPH.
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Los resultados parciales del trabajo de investigacion de la presente tesis doctoral

han sido presentados en las siguientes comunicaciones cientificas:

Polimorfismos genéticos del gen del interferon gamma en relacion con la
aparicion de lesiones cervicales por VPH. Comunicacion ganadora del Premio
Miguel de Arcos en el XVIII Congreso de la Asociacion Esparfola de Patologia

Cervical y Colposcopia. Granada 2006.

Relationship of INFG polymorphism in intron 1 with cervical intraepithelial
neoplasia in spanish population. 2" European Congress of Inmunology. Berlin

20009.

Diferencias en la expression de maracadores de diferenciacion Thl en relacion a
la resolucién o recidiva de lesiones asociadas a la infeccion por VPH. XXXV

Congreso de la Sociedad Espafiola de Inmunologia. San Sebastian 2010.
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ANEXOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO DE POLIMORFIS MOS
GENETICOS EN PACIENTES TRATADAS MEDIANTE CONIZACION CON ASA
DE DIATERMIA

En la actualidad se esta llevando a cabo un trabajo de investigacion en el Hospital
Universitario Virgen de las Nieves, a través del cual se pretende alcanzar un mejor
conocimiento de cuales son los mecanismos que favorecen el desarrollo de lesiones
en el cuello del atero por el Virus del Papiloma Humano.

Para llevar a cabo este trabajo, necesitamos una muestra de sangre, en cantidad
similar a la necesaria para cualquier analitica de rutina, procediéndose a la recogida
en el mismo momento en que usted se realice los andlisis necesarios para la
intervencion (conizacion con asa de diatermia) propuesta, por lo que no supone
ningun riesgo afiadido para su salud.

Esta sangre sera estudiada en el laboratorio de nuestro hospital, con el fin de
conocer como son los genes que participan en la produccidon de proteinas
(citoquinas y quimiocinas) que participan en la defensa frente a infecciones y
tumores. Durante el estudio se mantendra en todo momento la confidencialidad de
sus datos.

Los resultados obtenidos podran ser utilizados para una posible publicacion
cientifica guardando estricta confidencialidad.

Por todo esto, solicitamos su participacion mediante este documento informativo y

agradecemos la colaboracion prestada.

DONA
DNI N° SS
He sido debidamente informada por el DR/DRA

a cerca del procedimiento a realizar y de sus inconvenientes y deseo patrticipar en el

estudio anteriormente explicado.

FIRMA DE LA PACIENTE FIRMA DEL MEDICO
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO DE POLIMORFIS MOS
GENETICOS

Como resultado del estudio que venimos realizando en la consulta de Patologia del
Tracto Genital Inferior del Hospital Universitario Virgen de las Nieves, nos vemos en
la necesidad de comparar los resultados obtenidos en las pacientes participantes
con estos mismos resultados en un grupo de mujeres sanas para ver las diferencias
existentes.

Para llevar a cabo este trabajo necesitamos una muestra de sangre, en cantidad
similar a la necesaria para cualquier analitica de rutina, procediéndose a la recogida
en el mismo momento en que usted se realice una analitica por otro motivo en el
Servicio de Urgencias de este centro, por lo que no supone ningun riesgo afadido
para su salud.

Esta sangre sera estudiada en el laboratorio de nuestro hospital, con el fin de
conocer como son los genes que participan en la produccidon de proteinas
(citoquinas y quimiocinas) que participan en la defensa frente a infecciones y
tumores. Durante el estudio se mantendra en todo momento la confidencialidad de
sus datos.

Los resultados obtenidos podran ser utilizados para una posible publicacion
cientifica guardando estricta confidencialidad.

Por todo esto, solicitamos su participacion mediante este documento informativo y

agradecemos la colaboracion prestada.

DONA
DNI N° SS
He sido debidamente informada por el DR/DRA

a cerca del procedimiento a realizar y de sus inconvenientes y deseo patrticipar en el

estudio anteriormente explicado.

FIRMA DE LA PACIENTE FIRMA DEL MEDICO
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO DE SUBPOBLACI ONES
LINFOCITARIAS EN PACIENTES TRATADAS MEDIANTE CONIZA CION CON
ASA DE DIATERMIA.

En la actualidad se esta llevando a cabo un trabajo de investigacion en el Hospital
Universitario Virgen de las Nieves, a través del cual se pretende alcanzar un mejor
conocimiento de cuéales son los mecanismos que favorecen el desarrollo de lesiones
en el cuello del atero por el Virus del Papiloma Humano.

Para llevar a cabo este trabajo necesitamos una muestra de sangre, en cantidad
similar a la necesaria para cualquier analitica de rutina, procediéndose a la recogida
en el mismo momento en que usted se realice los andlisis necesarios para la
intervencion (conizacion con asa de diatermia) propuesta, por lo que no supone
ningun riesgo afiadido para su salud.

Posteriormente, sera necesaria su colaboracion mediante una nueva analitica similar
a la anterior, y que se realizara el dia que acuda a la revision programada seis
meses tras la intervencion.

Esta sangre sera estudiada en el laboratorio de nuestro hospital, para obtener los
valores de determinados grupos de linfocitos (células defensivas frente a
infecciones), manteniéndose en todo momento la confidencialidad de sus datos.

Los resultados obtenidos podran ser utilizados para una posible publicacion
cientifica guardando estricta confidencialidad.

Por todo esto solicitamos su participacion mediante este documento informativo y

agradecemos la colaboracion prestada.

DONA
DNI N° SS
He sido debidamente informada por el DR/DRA

a cerca del procedimiento a realizar y de sus inconvenientes y deseo participar en el
estudio anteriormente explicado.
FIRMA DE LA PACIENTE FIRMA DEL MEDICO

185



ANEXOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO DE SUBPOBLACI ONES
LINFOCITARIAS EN SANGRE PERIFERICA

Como resultado del estudio que venimos realizando en la consulta de Patologia del
Tracto Genital Inferior del Hospital Universitario Virgen de las Nieves, nos vemos en
la necesidad de comparar los resultados obtenidos en las pacientes participantes
con estos mismos resultados en un grupo de mujeres sanas para ver las diferencias
existentes.

Para llevar a cabo este trabajo necesitamos una muestra de sangre, en cantidad
similar a la necesaria para cualquier analitica de rutina, procediéndose a la recogida
en el mismo momento en que usted se realice las pruebas solicitadas por el servicio
de medicina preventiva no comportando asi, ningun riesgo afiadido para su salud.
Esta sangre sera estudiada en el laboratorio de nuestro hospital, para obtener los
valores de determinados grupos de linfocitos (células defensivas frente a
infecciones), manteniéndose en todo momento la confidencialidad de sus datos.

Los resultados obtenidos podran ser utilizados para una posible publicacion
cientifica guardando estricta confidencialidad.

Por todo esto, solicitamos su participacion mediante este documento informativo y

agradecemos la colaboracion prestada.

DONA
DNI N° SS
He sido debidamente informada por el DR/DRA

a cerca del procedimiento a realizar y de sus inconvenientes y deseo patrticipar en el

estudio anteriormente explicado.

FIRMA DE LA PACIENTE FIRMA DEL MEDICO
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ANEXOS

e DOCUMENTO DE INFORMACION CLINICA
IO Servicio Andaluz de Salud ESPECIFICA PARA OTORGAR EL
e e CONSEJERIA DE SALUD CONSENTIMIENTO INFORMADO

Hospital Universitario Virgen de [as Nieves
SERVICIO DE OBSTETRICIA

Y GINECOLOGIA

CONIZACION CERVICAL

1. Seftrata de una intervencion quirirgica consistente en la extirpacion de una parte del
cuello del dtero en forma de cono, y cuya finalidad puede ser diagnostica y/o
terapeutica.

2. Complicaciones y/o riesgos y fracasos: Toda intervencion quirtrgica, tanto por la
propia tecnica quirdrgica como por la situacion vital de cada paciente (diabetes,
cardiopatia, hipertension, edad avanzada, anemia, obesidad...) lleva implicita una
serie de posibles complicaciones comunes y potencialmente serias que podrian
requerir tratamientos complementarios tanto medicos como quirdrgicos, asi como un
minimo porcentaje de mortalidad.

Las complicaciones especificas potenciales de la intervencion son;

Hemorragia (inmediata o tardia), estenosis cervical, cuello uterino incompetente,
extirpacion incompleta de la lesion (margenes positivos, lesion residual y lesion de
novo), guemaduras accidentales en caso de utilizar electrocirugia, vy
excepcionalmente, perforacion uterina.

Si en el momento del acto quirdrgico surgiera algtn imprevisto, el equipo medico
podra modificarlatecnica quirirgica habitual o programada.

3. Alternativas: Me ha sido explicada la existencia de ofras posibles opciones
terapeuticas como amputacion cervical, tratamiento destructivo local e histerectomia
en determinadas condiciones.

La conizacion puede efectuarse con bisturi, con lasero con asa electroquirirgica.

4. Anestesia: El procedimiento se puede realizar con anestesia local o general,
dependiendo de los casos. Si fuera anestesia general, se valorara bajo la
responsabilidad del Servicio de Anestesia.

5. Transfusiones: No se puede descartar a priori que en el transcurso de la intervencién
programada surja la necesidad de una transfusion sanguinea, gue, en todo caso, se
realizaria con las garantias debidas y porel personal facultativo cualificado para ello.

6. Anatomia Patoldgica: La pieza o piezas extirpadas en la intervencion se someteran a
estudio anatomopatologico posterior para obtener el diagnoéstico definitivo, siendo la
paciente y/o sus familiares o representante legal, en su caso. informados de los
resultados del estudio.

Asimismo he comprendido que dependiendo de los resultados anatomopatolagicos
y, por tanto, del diagnostico definitivo, puede ser necesario completar esta
intervencion con otra mas amplia, dela que se me informara en su caso.

NUMERODE REGISTRO  GIN-006
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/ /I\\ N Servicio Andaluz de Salud
prspeemney  CONSEJERIA DE SALUD

D ALBERTO PUERTAS PRIETO. SECRETARIO DE LA COMISION DE
INVESTIGACION DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO VIRGEN DE LAS NIEVES
DE GRANADA.

INFORMA:

Que esta comision valord favorablemente el proyecto presentado por D Aida Gonzalez
Paredes titulado “Factores Inmunologicos y Genéticos de la Infeccion por el virus del
papiloma humano en la neoplasia cervical intracpitelial: Estudio de Poblacianes
Linfocitarias v Polimorfismos Genéticos asociados a inflamacion™.

Lo que firmo en Granada a cinco de julio de dos mil diez .

Secretario de la C. de Investigacion
Fdo: Alberto Puertas Prieto

Hospital Universitario Virgen de las Nieves
Ak Fuerzas Armects, 2 18014 Garadi
b 95802 00 00, Fax 75802 01 32
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SIMBOLOS Y ABREVIATURAS EMPLEADAS

ACH: Anticoncepcion hormonal.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AEPCC: Asociacion Espafiola de Patologia Cervical y Colposcopia.
AGC: Atypical glandular cells. Atipia de células glandulares.

AGC-NOS: Atypical glandular cells not otherwise specified. Atipia de células

glandulares no especificada.

AICD: Activation-induced cell death. Induccion de la activacion de la muerte celular.
AIS: Adenocarcinoma in situ.

ARNm: Acido ribonucleico mensajero.

ASC-H: Atypical squamous cells cannot rule out a high grade lesion. Atipia de

células escamosas sin poder descartar lesién escamosa de alto grado.

ASCCP: American Society for Colposcopy and Cervical Pathology. Sociedad

Americana de Colposcopia y Patologia Cervical.

ASC-US: Atypical squamous cells of undetermined significance. Atipia de células

escamosas de significado indeterminado.

Ca. microinvasor: Carcinoma microinvasor.

CIN: Cervical intraepithelial neoplasia. Neoplasia cervical intraepitelial.
CMH: Complejo mayor de histocompatibilidad.

CSIF: Cytokine synthesis inhibitory factor. Factor inhibitorio de sintesis de citoquinas.
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CTLA-4: Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4. Antigeno 4 del linfocito T citotéxico.

Desv. Tipica: Desviacion tipica.

Del: Deleccién.

DAF: Decay accelerating factor. Factor acelerador de la degradacion.

FDA: Food and Drug Administration.

FIGO: Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia.

HLA: Human leukocyte antigen. Antigeno leucocitario humano. Moléculas del

complejo mayor de histocompatibilidad.

HC2: Captura de hibridos de 22 generacion.

HSIL: High-grade squamous intraepithelial lesion. Lesion intraepitelial escamosa de

alto grado.

IC: Intervalo de confianza.

IEN: Interferén.

Ig: Inmunoglobulina.

IL: Interleucina.

IL1A: Interleucina 1 alpha.

IL1B: Interleucina 1 beta.

Ins: Insercion.

ITS: Infecciédn de transmisién sexual.
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LCR: Long control region. Regién larga de control.
LEEP: Loop electrosurgical escision procedure.
LLETZ: Large loop escision of the transformation zone.
LPS: Lipopolisacaridos.

LSIL: Low-grade squamous intraepithelial lesion. Lesion intraepitelial escamosa de

bajo grado.

LT: Linfocitos T.

LTC : Linfocitos T citotoxicos.

MCP-1 : Monocyte chemotactic protein-1

MICA: Human major histocompatibility complex class | chain-related gene A.

MIP-1a: Macrophage inflammatory protein 1 alpha. Proteina inflamatoria

del macrofago 1.

ml: mililitro

mm: milimetro

NF«p: Nuclear factor kf.

NK: Natural Killers.

OR: Odds ratio.

ORF: Open reading frames. Secuencias de lectura abierta.

p: Nivel de significacion estadistica.
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PAMPs: Pathogen-associated molecular patterns. Patrones moléculares asociados a

patdgenos.

PCR: Polymerase Chain Reaction. Reaccion en cadena de la polimerasa.

pg: picogramo

RANTES : Regulated on activation normal T cell expressed and secreted.

RR: Riesgo relativo.

SEGO: Sociedad Espariola de Ginecologia y Obstetricia.

SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

SNP: Single Nucleotide Polymorphism. Polimorfismo de nucle6tido unico.

TAP: Transporters asociated with antigen processing. Transportadores asociados

con el procesamento del antigeno.

TGFp: Transforming Growth Factor-beta. Factor de crecimiento transformante beta.

Th: Linfocitos T helper/colaboradores.

TLR: Toll-like receptors. Receptores Toll-like.

Treg: Células T reguladoras.

VCAM-1: Vascullar-cell adhesion molecule 1. Molécula de adhesion vascular 1.

VHS: Virus Herpes Simple.

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana.

VPH: Virus del Papiloma Humano.
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VPLs: Virus particles like. Particulas similares al virus.
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