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Resumen

El carcinoma de cérvix representa la tercera neoplasia mas frecuente en el
mundo en las mujeres y todavia constituye una de las causas principales de muerte en

paises en vias de desarrollo.

El virus del papiloma humano (VPH) es causa necesaria pero no suficiente para
el desarrollo de esta neoplasia, puesto que casi todos los casos diagnosticados (99%)
resultan positivos. Concretamente, el cancer cervical esta producido por un subtipo de
VPH ano-genital conocido como VPH-AR, y hasta un 70% se debe a un subtipo
especial: 16 y 18.

Estd totalmente asumido que el screening periddico con el test de Papanicolau
es efectivo en reducir la incidencia y mortalidad del cancer cervical, aunque en

ocasiones puede presentar baja sensibilidad.

Esta es la causa de que se emplee, como técnica alternativa o complementaria a
la citologia, la determinacion de VPH-AR.

Sin embargo, la determinacion de VPH-AR aporta baja especificidad, dado que
la mayoria de infecciones por VPH son transitorias (hasta un 90% de las infecciones se
aclaran en los dos primeros afios). Debido a la alta prevalencia de infecciones por VPH
en mujeres jovenes, los tests de VPH no estan recomendados para screening en menores
de 30 afos.

Nuestro estudio versara de como un marcador dual inmunocitoquimico
(p16/ki67) puede indicar la desregulacion del ciclo celular causado por oncoproteinas
del VPH: E6 y E7. La proteina E7 que actiia bloquendo al gen del retinoblastoma (pRb)
lo que hace aumentar mucho la sobreexpresion de p16, y la E6 que estimula la actividad

proliferativa ki67 mediante la interferencia con p53.
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Resumen

OBJETIVOS:
El objetivo principal de esta tesis es:

o Comprobar si la tincién dual con biomarcadores p16™~** y Ki-67 que se
expresan en las células de las citologias diagnosticadas de ASC y LSIL
se asocia

v Bien con lesion CIN2+ subyacente, o

v' Progresion en un periodo determinado a CIN2+

Una vez analizado el principal objetivo, podemos valorar también los siguientes

objetivos secundarios:

o Comparar la tasa de positividad, sensibilidad y especificidad para
citologia con tincion dual versus determinacionVPH-AR, para detectar

lesiones CIN2+

o Ver qué relacion guarda la positividad de la técnica dual pl16/ki-67 con
los distintos genotipos virales de alto riesgo, en los casos confirmados
histologicamente como CIN2+. Asimismo determinaremos la frecuencia

de los distintos genotipos en estas lesiones

METODOLOGIA GENERAL

* OBIJETIVO PRINCIPAL: Se seleccionaron 306 pacientes a las que se les
realizd técnica dual inmunocitoquimica pl6/ki-67. Tras su realizacién se
valord como positiva o negativa, existiendo algunos casos de no valorables.
Se realizd siempre con controles positivos, interpretandose siempre por los

mismos citopatodlogos.




Resumen

De las 306 muestras citologicas, el 50% de ellas se siguid de toma bidpsica

(estudios histologicos a 153 pacientes), con tres posibles diagnosticos:

negativo para displasia (16), CIN1 (80) y CIN2+ (57).

o El “gold standard” es el diagnostico histologico de CIN2+
o El seguimiento de las pacientes fue de 1 dia hasta 30 meses en

alglin caso

OBJETIVO N°2: A 146 pacientes de las 306 se les realizdo ademas tests de
VPH.

Desde la consulta de Ginecologia se mandaba cepillo cervical para
determinacion de VPH por el método de captura hibrida (HC2), que de ser
positivo para VPH-AR se seguia de un método de genotipado por PCR
(Clart® HPV2). Estos estudios se llevaron a cabo en la Unidad de Virologia
del HCUVA.

OBJETIVO N°3: De las 57 pacientes en las que se confirmaron
histologicamente lesiones de CIN2+ se enviaron cortes de tejidos embebidos
en parafina (TEP) a la unidad de virologia para genotipado con PCR (método
Clart®).
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RESULTADOS

OBJETIVO PRINCIPAL:

o Se realizaron 349 estudios de técnica dual ki67/p16 en 306 pacientes con
diagnostico de ASC y LSIL, resultando en general un aumento
significativo de la sensibilidad para detectar lesion CIN2+ subyacente,
manteniendo la alta especificidad que ya aportaba el test de papanicolau
por si solo.

o Se observan leves diferencias en sensibilidad/especificidad entre los ASC

y los LSIL

OBJETIVO N° 2:

Los resultados obtenidos en las 146 pacientes a las que se les realizo la

determinacion de VPH se resumen en la siguiente tabla:

N= 146

ASC =53 | LSIL =93
VPH-AR ‘ VPH-AR VPH-AR | VPH-AR
pos = 74

neg =26 pos = 26 neg =13

CIN2+=0 CIN2+ = 12 J

CIN2+ =0 J CIN2+ = 38 J

Se observa, tanto en ASC como en LSIL, una similar sensibilidad entre

ambos tests (técnica dual y determinacion de VPH) para detectar lesion CIN2+
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subyacente cercana al 90%, existiendo sin embargo una especificidad mayor para la

técnica dual, estadisticamente significativa.

OBJETIVO N°3:

Se diagnostico CIN2+ en 57 pacientes de las 306 incluidas en el estudio

(18,6%).

En 50 pacientes se detectd VPH.AR en el tejido embebido en parafina (TEP); en

6 pacientes no se detecté ADN viral, y en otro paciente no se detect6 VPH-AR.

En mas de la mitad de los casos (28 casos, el 56%) la infeccion fue por un unico
genotipo, siendo el mas frecuente el 16 (en 14 pacientes, el 50% de los casos positivos

para VPH-AR), seguido del 31, y después con la misma frecuencia el 18, 45, 51 y 58.

En los casos de infeccion multiple también es el genotipo 16 el que mads
frecuentemente se asocia con otros genotipos (hasta en un 59% de los casos). El VPH

18 solo aparece asociado en un 18% con otros genotipos.

La frecuencia absoluta, de mayor a menor, ha sido para el VPH16, seguido del

31 y posteriormente del 18.
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Summary

Cervical cancer is the third most common neoplasia in women and still is one of

the main causes of death in less developed countries.

Human papillomavirus (HPV) is necessary but not sufficient cause for this
neoplasia as almost all the diagnosed cases (99%) were positive for cervical cancer. To
be more precise, cervical cancer is produced by an anogenital HPV subtype known as

HR-HPV and up to 70% of the cases are caused by specific HPV subtypes: 16 and 18.

Regular screening together with the performance of a Pap test are believed to be
effective in lowering cervical cancer incidence and mortality rates, although it can show

low sensitivity.

This is the reason why HR-HPV tests are performed as an alternative to the Pap

test or in conjunction with it.

However, these tests have a low specificity as most HPV infections are
temporary (up to 90% of the infections resolve within the first two years). Due to the
high prevalence rate of HPV infections in young women, HPV tests are not

recommended for screening in women under 30.

Our study will deal with how immunocytochemistry involving dual staining for
pl6 and Ki-67 can show cell cycle deregulation caused by HPV oncoproteins: E7
inactivates pRb, so pl6 overexpression increases dramatically, and E6 stimulates the

proliferative activity of Ki-67 by interfering with p53.
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OBJECTIVES:
The main objective of this thesis is to:

o Check that dual staining of ASC and LSIL cytology with p16™** and
Ki-67 biomarkers
v’ is associated with an underlying CIN2+ lesion, or

v' progress to CIN2+ over a specific period of time.

Once our main objective has been studied, we can do further research into the following

secondary objectives:

o Comparing positivity, sensitivity and specificity rates for positive, dual
stained results for dual staining cytology to determination of HR-HPV, in

order to detect CIN2+ lesions.

o Observing the connection of positive dual-stained results for p16 and Ki-
67 with the different high-risk viral genotypes in histologically
confirmed cases of CIN2+. Frequency with which different genotypes

appear in these lesions.

MATERIALS AND METHODS

* MAIN OBJECTIVE: 306 selected patients underwent pl16/Ki-67 dual

immunostaining testing. The tests were positive, negative or inconclusive
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RESULTS

and always performed with positive controls as well as always

interpreted by the same cytopathologists.

Out of the 306 cytology samples, 50% were followed by bioptic
sampling (histological analysis of 153 patients), with three possible
diagnoses: negative for dysplasia (16), CIN1 (80) and CIN2+ (57).

o The gold standard is the histologic diagnosis of CIN2+.
o The Clinical Follow-up of patients took from 1 day up to 30

months in some cases.

OBJECTIVE No.2: 146 patients underwent HPV testing as well.

At the Gynecology consultation, a cervical smear test was performed for
the determination of HPV using Digene Hybrid Capture (HC 2) test. In
the case of this test being HR-HPV-positive, it was followed by a PCR-
based genotyping assay (Clart® HPV2).

These tests were performed at the Department of Virology of the
HCUVA.

OBJECTIVE No.3: Sections of paraffin-embedded tissues from the 57
patients were sent to the Department of Virology for a PCR-based
genotyping assay (Clart® HPV?2).

MAIN OBJECTIVE:

o Three hundred and forty-nine p16/Ki-67 dual-stained cytology tests were

performed in 306 patients with ASC and LSIL diagnoses, resulting in a
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general and important rise in sensitivity for the detection of an
underlying CIN2+ lesion, maintaining the same high specificity given
only by the Pap test.

o Some minor differences in sensitivity and specificity are found in ASC

and LSIL.

OBJECTIVE No. 2:

The results obtained in the 146 patients who underwent the determination of

HPYV are summarized in the following table:

HR-HPV HR-HPV
neg = 26 pos = 26 neg = 13 pos = 74
CIN2+ = 38

In ASC and LSIL, both tests (dual staining and determination of HPV) have a
similar sensitivity of 90% when detecting any underlying CIN2+ lesion, although a

statistically significantly higher specificity of dual stained cytology has been observed.
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OBJECTIVE No. 3:

CIN2+ has been diagnosed in 57 patients out of the 306 patients who
participated in this study (18,6%).

HR-HPV was found in paraffin-embedded tissues extracted from 50 patients.
Viral DNA was not found in 6 patients and neither was HR-HPV in another patient.

In more than half of the cases (56% or 28 cases), the infection was due to only
one genotype, the most common being genotype 16 (in 14 patients or 50% of the HR-
HPV-positive cases), followed by genotype 31 and then genotypes 18, 45, 51 and 58

with the same frequency.

In cases of multiple infection, it is also genotype 16 which is most frequently
associated with other genotypes (in up to 59% of the cases). HPV-18 is only associated
with other genotypes in 18% of the cases.

In order, from highest to lowest, the following absolute frequency was observed:
HPV-16, 31 and finally 18.
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Introduccion

I.1. Importancia del cancer de cérvix uterino

El cancer de cérvix uterino (CCU) es la tercera neoplasia mas frecuente en el
mundo en las mujeres y la quinta causa de las muertes relacionadas con cancer. En
Espana es el 10° cancer en frecuencia de la poblacion femenina y el 2° mas frecuente
entre mujeres de 15 a 44 afos (1).

Se estima que cada afio se diagnostican en Espafia unos 2511 casos de carcinoma
de cérvix infiltrante (1). De estos, aproximadamente morirdn en un afio 848 mujeres. El
cancer de cuello uterino se sitia en el 10° lugar en importancia (2) y se considera pues
que Espafia es un pais de incidencia moderada-baja cuando se compara con otros paises.
Sin embargo, la deteccion de casos nuevos (incidencia) por afio es de 8 por 100.000
mujeres, siendo el doble de la incidencia registrada en paises nordicos, donde la
actividad de prevencion secundaria es muy importante desde hace mas de 40 afios (3).

En las dos ultimas décadas multiples estudios han aportado una sé6lida evidencia
que confirman al virus del papiloma humano (VPH) como agente causal de la practica
totalidad de CCU y de sus lesiones precursoras. Se estima que de la totalidad de mujeres
sexualmente activas en Espafia, aproximadamente un 14%, presentan una infeccion
detectable por VPH (4). La evidencia cientifica acumulada a partir de estudios
virologicos, moleculares, clinicos y epidemioldgicos ha permitido demostrar y describir
de forma inequivoca que el cancer de cuello de ttero es, en realidad, una secuela a largo
plazo de una infeccion persistente por ciertos genotipos de VPH, un virus de
transmision primordialmente sexual (5). De esta manera, podemos afirmar que EL
CANCER DE CUELLO DE UTERO ES EL RESULTADO FINAL DE UNA
ENFERMEDAD VENEREA NO RESUELTA.

Sin embargo, s6lo una minoria de las infecciones por el VPH acaban en lesiones
neoplasicas (6). Es bien sabido que la mayoria de las infecciones por el VPH acaban
resolviéndose o “aclardndose” por el sistema inmune (6), y que ciertos tipos de VPH,

los de alto riesgo, son los responsables de las lesiones de alto grado y los carcinomas.
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Figura 1. Mecanismos de la carcinogénesis cervical por VPH ( modificado de 6)

El factor mas importante y necesario para que la infeccidon progrese hacia lesion
intraepitelial cervical (CIN) de alto grado es la integracion de las secuencias del VPH en
el genoma del huésped con la pérdida de E2 del gen supresor. E2 regula
fisioldgicamente la expresion de los oncogenes E6 y E7. Se conoce que la integracion es
comun en los CIN de alto grado y en el cancer, pero es infrecuente o inexistente en los
CIN de bajo grado (figura I).

Por tanto, la integracion de VPH junto a la desregulacion del ciclo celular y la
alteracion del sistema inmune inducirian al acimulos de aberraciones genéticas que
conllevarian al desarrollo del CIN (7).

Gran parte de estos mecanismos de la carcinogénesis producida por el VPH asi
como de los factores que predisponen a la persistencia viral y a la transformacion
celular, fueron estudiados por el dr. Harald Zur Hausen (8), lo que le llevo a la

obtencion del premio Nobel de Medicina en el afio 2008.
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I.2. Virus del papiloma humano (VPH)

Ya en 1955 Koss y Durfee (9) observaron que algunas atipias escamosas
exhibian atipia nuclear solo en las células superficiales, y ya lo denomino “atipia
coilocitica”. Veinte afios después, la patogénesis viral de las lesiones cervicales
precursoras fue imponiéndose al demostrarse el virus del papiloma humano en la atipia
coilocitica.

Los primeros tipos conocidos y aislados fueron el VPH 6 y el 11, los cuales no
se asociaban con las lesiones precursoras de alto grado con afectacion de todo el espesor
parietal, como se sabia de la clasificacion CIN tradicional.

Posteriormente se conoceria VPH16, y con ¢€l, un alto porcentaje de lesiones
precursoras (CIN) y carcinomas escamosos.

El virus del papiloma humano (VPH) pertenece a un grupo diverso de virus
ADN. Se han descrito cerca de 150 tipos de virus del papiloma que afectan a humanos;
40 de ellos se localizan en el tracto ano-genital (10,11).

Muchas de las infecciones de VPH son transitorias y asintomadticas, y se
solucionan sin tratamiento, mientras que otras persisten en el tiempo (12). La infeccion
persistente por VPH se asocia al desarrollo de céncer de cérvix, por lo que la
determinacion de la presencia del mismo se ha incluido en los programas de cribado de

cancer de cérvix (13).

I.2.1. Etiologia, patogenia y oncogénesis:

1.2.1.1. Clasificacién y bases moleculares:

Los VPH son un conjunto de virus pertenecientes a la familia de los
Papilomaviridae que infectan piel y mucosas. Aproximadamente unos 45 tipos de VPH
infectan a las mucosas (14,15).

Segiin su capacidad oncogénica se subclasifican en virus de alto riesgo

oncogénico (VPH-AR), grupo integrado por unos 15 tipos que se detectan en los
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carcinomas invasores, y virus de bajo riesgo oncogénico (VPH-BR) (16). Los tipos
VPH de bajo y de alto riesgo pertenecen al género Alpha-papillomavirus (14), que son
los que causan las verrugas genitales (los bajo riesgo) y las neoplasias cervicales (los

alto riesgo):

* VPH-AR: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,68,73,82

* VPH “posiblemente” de AR: 26,69,82,30,53,66,70,85,67

* VPH-BR: 6,11,13,44,74,90,106,32,28,29,77,61,62,72,81,83,84,86,87,
89,2,27,57,7,40,91

Tanto los VPH-AR como los VPH-BR pueden detectarse en las lesiones
intraepiteliales. La deteccion de tipos de VPH-AR en una lesion intraepitelial, supone
un cierto riesgo de desarrollar una neoplasia invasora. Aunque los VPH-BR pueden
causar algin cancer (17), la asociacion es tan infrecuente que desde el punto de vista
clinico, inicamente interesa detectar los VPH-AR.

Un nimero limitado de genotipos de VPH de alto riesgo oncogénico (VPH-AR)
estd causalmente implicado. Concretamente el VPH 16 y 18 explican el 70% de los
CCU vy otros 10 tipos (VPH 45, VPH 31, VPH33, VPH 52, VPH 58, VPH 35, VPH 59,
VPH 56, VPH 51, VPH 39) explican el 25-35% de los casos restantes (18). Esta
informacion ha permitido establecer un nuevo modelo de carcinogénesis basado en la
persistencia de la infeccion VPH como elemento necesario para el desarrollo de lesiones
precursores y CCU. Sin embargo, mas del 90% de las infecciones por VPH son
transitorias y por tanto irrelevantes desde el punto de vista oncogénico.

Otros autores han confirmado que junto al 16 y al 18, otros 12 genotipos
explican mas del 85% de los CIN 3/AIS, algo menos del 70% de los CIN 2 y casi el
50% de los CIN 1, por lo que se cree que si se implantase la nueva vacuna nonavalente

podrian evitarse la mayoria de los CIN2 y CIN 3 y casi la mitad de los CIN1 (19).
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1.2.1.2. Estructura basica del genoma:

Como caracteristica comun, todos los VPH estan constituidos por una capside
proteica y una doble cadena circular de ADN de alrededor de 8.000 pares de bases que
se divide en una region L (o de expresion tardia, “late””) que codifica las proteinas de la
capside, una region E (o de expresion temprana, “early”), que codifican diversas
proteinas con papel en la replicacion y en la transcripcion (20), y una region

reguladora LCR (figura 2).

Figura 2. Genoma del VPH

Genoma del VPH:

Genoma circular de ADN doble cadena (aproximadamente 8000 pares de bases).
Dividido en tres regiones:
= Region tardia (GENES ESTRUCTURALES), que codifican las proteinas
de la capside:
* L1 o proteina mayor (72 pentadmeros)

* L2 o proteina menor, 12 moléculas (21)

=  “Long control region” (LCR) 6 region reguladora (11)
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= Region temprana (GENES NO ESTRUCTURALES):

* E6y E7 oncoproteinas transformadoras (22)

* E4: maduracion y replicacion

* ES: estimula la proliferacion

* E2: activador transcripcional

* ES8-E2C: papel en el mantenimiento de la latencia
viral en las células basales del epitelio infectado
(23)

* El: necesaria para la replicacion del ADN.

1.2.1.3.  Carcinogénesis cervical:

Dos de los genes virales E (E6 y E7) codifican para oncoproteinas. La
oncoproteinas E6 y E7 estan reguladas por otra proteina E2. La accién oncogénica de
E6 se realiza mediante la interferencia con p53, lo que impide que la célula revise su
ADN antes de la siguiente division y entre en apoptosis en caso de anomalias. E7
interfiere con pRb, de forma que la célula estd en constante division.

Por tanto, las células infectadas por tipos de VPH-AR son susceptibles de
adquirir un fenotipo neoplésico ya que la division constante y ausencia de revision de su
ADN favorecen la acumulacion de mutaciones. Si ademas existe integracion del ADN
viral con el ADN de la célula huésped, es mas probable que dicha célula adquiera el
fenotipo proliferativo ya que con la integracion se produce la rotura del ADN viral por
la zona de E2, con lo que E2 deja de sintetizarse y, por tanto, se pierde por completo el
control de la accion de E6 y E7 (figura 3).

En definitiva, en el proceso de carcinogénesis cervical son necesarios al menos
tres eventos (24):

* Infeccion del VPH
* Progresion de la infeccion a lesion preneoplasica, para lo que es
necesario la INTEGRACION viral

% Invasion
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Infeccién transitoria por VPH Célula : Mitosis

pRB

4—

———L————| No se altera el ciclo o Cuando pRB se separa de E2F se activa
NE) p16 0o focgal celular pP16 focal o el ciclo celular y comienza la mitosis.
negativa Tas la division celular, se expresa p16 (
a un nivel indetectable por IHQ), lo que

facilita que se vuelvan a unir pRB y
E2F, devolviendo la célula al estado de
reposo.

Infeccion transformante:
Oncogénesis

Infeccion transformante por VPH

La oncoproteina viral
E7 se une a pRB
impidiendo a esta
proteina unirse a E2F.
Como resutado de
esto, la célula queda

en permanente
activacion del ciclo
celular, con

En las infecciones transformantes por
VPH la oncoproteina E7 empieza a
interferir en los mecanismos de control
del ciclo celular de las células basales.

sobreproduccion  de
pl6, lo que marca el
inicio de la
enfermedad

difusa

neoplasica.

Figura 3. Modelo de oncogénesis ( modificado de 25)
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[.2.2. Epidemiologia e historia natural del VPH:

1.2.2.1. Epidemiologia v Prevalencia:

Se estima que la prevalencia de VPH cervical en la poblacién general espafola
oscila entre el 3 y el 6%, siendo una de las mas bajas de Europa (26). Este dato
concuerda con la baja incidencia de cancer de cérvix en Espafia que es también una de
las mas bajas del mundo (27,28,29). Se estima que de la totalidad de mujeres
sexualmente activas en Espafia, aproximadamente un 14% presentan una infeccion
detectable por VPH (30).

Durante los primeros afios de vida sexual se observa una elevada incidencia de
infeccion, generalmente multiple (31) pero la mayoria de estas infecciones son
transitorias y desaparecen espontineamente. Las mujeres mayores de 30 afos
experimentan una clara disminucion de la prevalencia de la infeccion VPH, pero un
porcentaje mas elevado de las infecciones en dichas mujeres son persistentes, lo que
explica el mayor riesgo e incidencia de lesiones precursoras a partir de esta edad. Por
tanto, aunque las pruebas de deteccion del VPH constituyen un marcador muy sensible
y precoz del riesgo de cancer o lesiones precursoras, especialmente en mujeres mayores
de 30 afos, no puede discriminar entre las frecuentes infecciones transitorias y las
verdaderas lesiones premalignas, mucho menos prevalentes (32).

La deteccion de VPH es mas elevada en mujeres hasta los 25 afios (figura 4)
para descender progresivamente hasta alcanzar una meseta que se sitiia entre el 5-6% a
partir de los 40 afios (26).

Estos datos varian sensiblemente en poblaciones de alto riesgo de cancer de
cuello uterino (inmunodeprimidas, prostitutas,..) segin estudios en estas poblaciones

(33).
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Figura 4. Prevalencia de VPH en mujeres con citologia normal, con CI 95%

(tomada de 2)

Estimaciones de la carga de
enfermedad por infeccién
cervical por VPH en Espaiia

>~ 438.358 CITOS ANORMALES

287.067 detectadas en cribado

trianual

32.586
en 247.400 en 7.081 en
18-24 25-65 afos 65+
> afios

Figura 5. Carga de enfermedad cervical asociada al VPH en Espana (18)

11



Valor predictivo de la técnica dual p16/Ki67

Se estima que cada afio se diagnostican en Espafia unos 2.511 casos de
carcinoma de cérvix infiltrante (figura 5). De estos, aproximadamente moriran en un
ano 848 mujeres. El cancer de cuello uterino se situa en el 10° lugar en importancia
(figura 6) y se considera pues que Espafa es un pais de incidencia baja-moderada
cuando se compara con otros paises. Sin embargo, la deteccion de casos nuevos

(incidencia) por afio es de 10,6 por 100.000 mujeres (2).

Breast 106.6
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Corpus uteri
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Figura 6. Incidencia del cancer cervical comparado con otros canceres en mujeres de

todas las edades en Espania (2)

1.2.2.2. Historia natural de la infeccién por VPH:

Al iniciar su actividad sexual, la mujer puede ser contagiada por un virus de alto
riesgo, que en la gran mayoria de los casos dara lugar a una infeccion transitoria,
haciéndose indetectable en 6-12 meses. Ocasionalmente, esta infeccion desarrollara una

lesion CIN visible mediante el microscopio optico (34).
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Estas lesiones regresan espontaneamente en la mayor parte de casos. Cuando el
virus no es eliminado y persiste la infeccion por VPH de alto riesgo, la lesion precursora
se mantiene y cierto nimero de estas lesiones progresaran hasta CIN 3 (35), la lesion
mas grave con mayores posibilidades de progresar a cancer invasor. Algunos autores
han propuesto un modelo alternativo de progresion neoplasica. Segin esta nueva
propuesta, las lesiones CIN 1 y, en gran parte, CIN 2 serian manifestaciones
morfologicas auto-limitables, atribuibles mayoritariamente a infecciones por VPHs de
bajo riesgo o de alto riesgo transitorias.

Algunas lesiones CIN 3 y los carcinomas invasivos tendrian una historia natural
distinta atribuida a aspectos mal definidos de la interaccion huésped/VPH. En ciertas
circunstancias este tipo de lesiones podrian inducirse directamente, sin progresar a
través de estadios intermedios. A la luz de estas propuestas se podria redefinir la historia
natural de las lesiones precursoras (figura 7).

Al contrario que los virus de bajo riesgo, los cuales permanecen en el nicleo de
la célula infectada en situacion episdmica, los VPHs de alto riesgo ejercen su actividad
oncogénica, aunque no exclusivamente, tras integrarse en el genoma celular. El
mecanismo mejor conocido de induccidén neopléasica por VPH se produciria a partir de
la sintesis de las proteinas virales E6 y E7. Estas proteinas se ligan a las proteinas
producidas por los genes supresores de tumores p53 y Rb respectivamente,
degraddndolas e inutilizandolas funcionalmente. Esta interaccion en células
proliferativas, como son las del cuello uterino y especialmente de la zona de uniéon
escamo-cilindrica con un epitelio inestable, probablemente identificada por autores
como “célula cervical madre o stem™ (36), que tiene una marcacion inmunohistoquimica
caracteristica para p63 y ck17, impide la correcta reparacion del ADN, conduce a una
inestabilidad gendmica y aumenta la probabilidad de desarrollar mutaciones especificas,
esenciales para la progresion a cancer invasor. Ocasionalmente, hay lesiones malignas
en las que el virus no esta integrado en el genoma celular sugiriendo la presencia de

mecanismos oncogénicos multiples.
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El
—————————— 2 (> Resolucion <*——
| 2o Riese
R ondiloma
Epitelio v Infeccién VPH Bajo Fiosgo
normal Transitoria .
Cualquier e |
| Tipo
e —

Co-factores de |__ " Tipos de
I Progresién: Virales | Alto Riesgo A
T l_> Infeccién VPH /
____________ . Persistente '7/ HSIL
l Co-factores de Progresion: I _|_ ________ L

Cancer

CO-FACTORES

De Adquisicion:

1. Conducta sexual de riesgo: Edad ler coito. Promiscuidad. No preservativo.
2. Varones de riesgo elevado: Promiscuos. No circuncidados. Falta de higiene.
De Progresion / Regresion:

1. Virales: Genotipos y variantes. Integracion. Carga viral.

2. Genéticos: Respuesta inmunitaria. Susceptibilidad genética.

3. Medio-ambientales: Edad. Tabaco. Contraceptivos orales. Paridad.
Inmunosupresion y VIH. Otras ETS: Chlamydia, Herpes.

De Invasion: Factores angiogénicos

Figura 7. Historia natural de la infeccion por VPH (modificado de 27)
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1.2.3. Diagnostico del virus del papiloma humano (VPH):

La presencia de VPH se puede deducir de hallazgos morfoldgicos, serologicos y
clinicos. Sin embargo, el diagnostico de VPH se basa en técnicas de biologia molecular
que permiten su deteccion y tipificacion. La deteccion de VPH tiene una elevada
sensibilidad en la deteccion de lesiones intraepiteliales cervicales de alto grado y un
elevado valor predictivo negativo (13).

Existe una gran variedad de ensayos que permiten la deteccion del VPH (37). En
funcion de la metodologia en la que se basan, estos pueden clasificarse en 3 grupos
(figura §8):

* ensayos basados en hibridacion de acidos nucleicos
* ensayos basados en amplificacion de la senal, y

* ensayos basados en la amplificacion de 4cidos nucleicos

}Clasificacién de ensayos para determinacion de HPV

Hibridacion de Amplificacion Amplificacion de
acidos nucleicos de senal acidos nucleicos
Southern blot PCR
PCR-RFLP
Hibridacion in situ Hybrid capture®2 (hc2) | PCR en tiempo real
Secuenciacion
Hibridacion dot blot Cervista® HPV Microarray
COBAS®4800

Abbott real time
PapiIIoCheck®
CLART HPV 2°®
INNO-LiPA®

Linear Array®
MCHA®
PreTect®Proofer
APTIMA®HPV Assay

Figura 8 . Clasificacion de ensayos para determinacion de VPH (13)
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I.3. Diagnostico de lesiones preneoplasicas: SISTEMA BETHESDA 2001

1.3.1. Historia

El concepto de que el carcinoma invasor de cérvix estd precedido por lesiones
precursoras, bien identificadas por citologia o por histologia, es algo asumido desde
hace mas de 50 afos (9). Hay datos ya en 1886 de la primera lesion intraepitelial
descrita como ‘“cambio epitelial no invasivo” proximo a un carcinoma de células
escamosas (38). De hecho, ya Papanicolau observé y publico que esas lesiones
precursoras podian ser detectadas citolégicamente tras el estudio de frotis vaginales
(39). Sin embargo, a pesar de la aceptacion generalizada de la existencia de lesiones
precursoras, la terminologia ha variado y al menos se han propuesto, a lo largo de los

afios, tres sistemas de clasificacion (40) (figura 9):

*  Displasia-carcinoma in situ (CIS)
* Neoplasia cervical intraepitelial (CIN)
* Lesiones intraepiteliales escamosas (SILs), también conocidas como

Sistema Bethesda (sistema binario)

Con la progresiva introduccion de la citologia y biopsias sistematicas se vio con
claridad que el espectro de anomalias del epitelio cervical era mucho mas amplio,
siendo frecuentes otros cambios epiteliales menos severos que el CIS (41). En 1949 |
Papanicolau introduce los términos de “displasia” en histopatologia y “discariosis” en
citologia para designar dichos cambios. Posteriormente, en 1953, Reagan consagra el
término en histopatologia cervical al denominar a estas lesiones, menos severas que el
CIS, hiperplasia atipicas o displasias, sefialando que la mayoria de ellas, dejadas a su
evolucion, regresan o permanecen inalteradas por mucho tiempo. En 1961, en el Primer

Congreso Internacional de Citologia celebrado en Viena, se acuerda que los términos
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para designar citologicamente las tres lesiones cervicales mayores sean: carcinoma
invasor, carcinoma in situ y displasia. Esta ultima fue graduada como leve, moderada, y

severa o grave, a las que habria que afiadir el CIS ya definido (42).

Sin embargo, se produjo gran desacuerdo respecto a cuando una lesion debia ser

considerada displasia grave o CIS.

Para solventar estos problemas Richart en 1967 propuso el término de neoplasia
intraepitelial cervical (NIC-CIN) con tres grados progresivos (CIN1, CIN2, CIN3),
incluyéndose en el grado 3 la displasia grave y el CIS de la clasificacion anterior. Esta
clasificacion ha sido considerada bastante adecuada durante mas de 20 afios y por lo
tanto la mas utilizada internacionalmente. No obstante, se le atribuyo el hecho de la
sorprendentemente baja seguridad diagndstica en un nimero creciente de publicaciones,
tanto en citologia como en biopsias (41). Se sugirio, por lo tanto, que este sistema de
gradacion debia ser modificado y sustituido por un sistema binario que segregara los

procesos con atipia celular muy discreta de aquellos con atipia franca.

Esto motivé una reunidon de representantes de organismos internacionales,
cientificos y profesionales, en el Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos, en
Bethesda (Maryland). Fruto de dicha reuniéon fue un nuevo sistema de nomenclatura
para informes citologicos ginecoldgicos (Sistema o Clasificacion de Bethesda), basado
en un sistema binario para catalogar las anormalidades celulares preneoplésicas en el
extendido citologico, denominandolas lesiones intraepiteliales escamosas de alto o bajo

grado (LIP-SIL):

e LIP de bajo grado: CIN 1 y las alteraciones celulares producidas por
papilomavirus (VPH) de la clasificacion de Richart.
e LIP de alto grado: CIN 2 y CIN 3 de la clasificacion de Richart

17



Valor predictivo de la técnica dual p16/Ki67

Esta clasificacion fue difundida en 1988, minimamente modificada en 1991 (43), y

actualizada en 2001 (41).

DISPLASIA (HPV? DISPLASIA DISPLASIA DISPLASIA CARCINOMA
(CIS) LEVE MODERADA GRAVE “IN SITU™
CIS

CIN-NIC HPV CIN-NIC I CIN-NIC I CIN-NIC III

(Richard)

SIL-LIP SIL-LIP SIL-LIP
(Bethesda) BAJO GRADO ALTO GRADO
(L{ow)-SIL) (H(igth)-SIL)

Figura 9. Cuadro comparativo de clasificaciones de anomalias del epitelio cervical

La Sociedad Espafiola de Citologia (SEC), consciente de la necesidad de unificar
criterios y considerando que son mas las ventajas que aporta que los inconvenientes que
suscita, adoptd esta clasificacion como su nomenclatura oficial aconsejando su

utilizacion a todos sus miembros (44).

Después de su implementacion y tras estudios posteriores se comprueba con la
aplicacion del sistema Bethesda 2001 (figura 10) una disminucion de los diagndsticos

de ASC y también una disminucion de la relacion ASC/LSIL (45).
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Figura 10. Clasificacion de Bethesda 2001 (46)
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CALIDAD DE LA MUESTRA

I.3.2. Criterios minimos de celularidad escamosa, segin Bethesda 2001

(46)

v Células escamosas:
Se considera que la citologia liquida (CML, citologia en medio liquido) es
aceptable cuando contiene un minimo aproximado de al menos 5000 células
escamosas bien conservadas que se reconocen adecuadamente (a diferencia
de la citologia convencional, que es de minimo 8000-12000 cé¢lulas).
El diametro de nuestra muestra en medio liquido de SurePath® es de 13 mm,
por lo que se acepta que 5000 células en la preparacién equivalen a 8-9
células en un campo de gran aumento (40x).
Sin embargo, puesto que el criterio de la celularidad minima adecuada es
bastante bajo, esta justificado tomar precauciones en los casos intermedios.
En la citologia liquida, el calculo de la celularidad es rapido y reproducible.
Un estudio preliminar dio a conocer que es mayor el porcentaje de deteccion
de lesiones de alto grado cuando la celularidad de la citologia liquida excede

las 20000 células.

v" Células endocervicales y de la zona de transformacion:
El componente de la zona de transformacion es aceptable si la muestra
contiene al menos 10 células escamosas metaplasicas o endocervicales bien
conservadas aisladas o en grupos (SE DEBE CONSIGNAR en el apartado de

calidad de la muestra)
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1.3.3. Células escamosas atipicas (39):

DEFINICION

“ Cambios citologicos sugestivos de lesion intraepitelial
escamosa que son cuantitativa o cualitativamente
insuficientes para una interpretacion definitiva”

= Esta categoria no debe exceder el 5% del total
de muestras
= La ratio ASC:SIL no debe superar 2:1, 3:1

v' ASC-US:
Este término se refiere a cambios que pueden sugerir LSIL o SIL de grado
indeterminado. Si bien la mayoria de las interpretaciones ASC-US sugieren
LSIL, se prefiere el término de “significado indeterminado” debido a que se ha
demostrado que en alrededor del 10% al 20% de las mujeres que presentan
ASC-US se detectan CIN2 o CIN3 durante el seguimiento.
Se espera que la categoria ASC-US abarque mas del 90% de todas las

interpretaciones ASC en la mayoria de los laboratorios.

Criterios (figura 11):
¢ los nucleos tienen aproximadamente entre dos veces y media y tres veces
el tamafio del area del ntcleo de una célula escamosa intermedia normal

¢ leve aumento de la relacion existente entre el area nuclear y el area
citoplasmatica (N:C)

¢ hipercromasia nuclear minima e irregularidad de la distribucion

cromatinica o de la morfologia nuclear
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« anomalias nucleares asociadas a citoplasma eosinéfilo denso
(13 b r : 2
(“paraqueratosis atipica”)

¢ se comparan con las células escamosas intermedias o superficiales, y a
veces también a células intermedias pequefas o metaplasicas grandes (y
ya es un tercio de su tamafio, representativo de SIL de grado intermedio,

posible CIN1 o CIN2)

o
o .,
o9 b (e
"'h‘i: - R
L ® v —
? - ASCUS

Células escamosas atipicas (ASC)

ASC-US (significado indeterminado)

» 90-95% de la totalidad de ASC

» Minoria de casos ASCUS-proceso reactivo

» Muchos casos ASCUS-NOS o ASCUS-SIL

= Se excluyen los casos que sugieren HSIL

Figura 11. ASCUS (x20) y criterios morfoldgicos

v' ASC-H:
Este término se reserva para una minoria de casos (menos del 10% de los
diagnosticos de ASCUS) en los cuales los cambios citologicos sugieren HSIL.
Criterios (figura 12):
¢ Células pequeiias con relacion N:C alta: “Metaplasia atipica (inmadura)”:

las células suelen estar aisladas o agrupadas en pequeiios fragmentos de
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menos de 10 células. Las células tienen el tamafio de una célula
metaplasica y un nicleo que es entre una vez y media y dos veces y
media mas grande de lo normal, con similar relacion N:C a la de HSIL.
La irregularidad cromatinica, la hipercromasia y la morfologia nuclear
andémala con irregularidad focal apoyarian ya HSIL (figura 13).

¢ “Disposicion en lamina densa”: microbiopsia de células en lamina densa
cuyo nucleo puede mostrar pérdida de la polaridad o ser dificil de
observar. En medio liquido las células de ASC-H pueden ser bastante

pequeiias y tener el nucleo solo entre dos y tres veces mas grande que el

de un neutrofilo.

Células escamosas atipicas (ASC)

ASC-H (no puede excluirse HSIL)

ASC-H

= 5-10% de la totalidad de ASC

= Tiene un alto valor predictivo para CIN2-3

= Bibliografia: su asociacién con CIN2-3 es inferior
al HSIL pero suficientemente mayor que para el
ASC-US é

= Se sugiere comprobacién histopatolégica L )

Figura 12. ASC-H (x20 ) y criterios morfologicos

La mayoria de las células ASC-US reflejan la dificultad de hacer la distincion
entre los cambios reactivos y LSIL, mientras que la mayoria de las células ASC-H

refleja la dificultad de distinguir entre la metaplasia reactiva (inmadura) y HSIL

(figura 14).
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Figura 13. ASC-H Figura 14. HSIL

v' Lesion escamosa intraepitelial (SIL):

» Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado (LSIL)
» Lesion escamosa intraepitelial de alto grado (HSIL)
= de caracteristicas sospechosas de invasion
(si se sospecha)

» Carcinoma de células escamosas

El espectro de anomalias escamosas no invasoras del epitelio cervical asociadas

al virus del papiloma humano (VPH), que incluye desde cambios celulares asociados a

la infeccion transitoria hasta cambios celulares anomalos que representan precursores de

alto grado hacia el carcinoma invasor de células escamosas, se denominan lesiones

escamosas intraepiteliales (SIL)

Criterios (figuras 15y 16):

7
*

7
*

R/
o0

7/
o0

células aisladas o en laminas, de aspecto superficial, con agrandamiento
nuclear superior a tres veces el niicleo de una célula intermedia

frecuente bi o multinucleacion

grados variables de hipercromasia nuclear, ademas de variaciones de
tamafo, nimero y morfologia nucleares

cromatina uniforme y granular

a veces “coilocitos”: zona clara perinuclear bien delimitada y un borde

periférico de citoplasma densamente tefiido
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Figura 15. LSIL (x20): “coilocitos”(47) Figura 16. LSIL (x20)(47)

La dicotomia se conserva para SIL; el término “LSIL” implica cambios que
reflejan principalmente la infeccion por HPV (de modo que queda eliminada la
distincion entre KA-atipia coilocitica y CIN1), mientras que el término “HSIL” implica

una lesion de mayor riesgo, incluidos los precursores del carcinoma (46).
TECNICAS AUXILIARES:

En el informe anatomopatologico y si las hubiere, habria que resefiar el resultado

de la determinacion viral VPH , especificando el método con el que se realiza (48).

1.4. Cribado del cancer de cuello uterino. METODOS DE SCREENING

La actualizaciéon de la Estrategia en Cancer del SNS (49) incluye entre sus
objetivos la deteccion precoz de cancer de cérvix, y para ello recomienda optimizar la
realizacion de citologias en mujeres de riesgo medio-bajo para que se efectiien seglin los
siguientes criterios:

- Poblacion objetivo: mujeres asintomaticas que sean o hayan sido sexualmente activas,
con edades comprendidas entre 25 y 65 afios.
- Prueba de cribado: citologia cervical.

- Intervalo entre exploraciones: el intervalo recomendado sera de 3-5 afios.
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El diagnoéstico precoz o cribado permite detectar lesiones premalignas y, por
tanto, prevenir el desarrollo de un céncer invasor, o bien diagnosticar neoplasias en
estadio inicial cuyo tratamiento implica menor morbilidad y mejor supervivencia.
Puesto que el objetivo de cribado para la prevencion del cancer infiltrante de Utero es la
deteccion de lesiones escamosas de alto grado (HSIL, CIN2/3) los programas existentes
buscan hacer més sensible esa deteccion.

El objetivo final de un programa de cribado de un céncer es disminuir la
incidencia de cancer invasor en estadios avanzados o sintomadticos, disminuyendo asi la

morbimortalidad por dicha enfermedad.

Los criterios de pertinencia para considerar una enfermedad subsceptible de
cribado fueron establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1968 y
se han mantenido invariables desde entonces (50):

* problema de salud importante para la comunidad

¢ enfermedad bien definida y con historia natural conocida

* enfermedad con periodo de latencia detectable

* existencia de una prueba de cribado validada, simple (aceptable por
quien la recibe y por quien la practica), segura, fiable (especifica y
sensible) y eficiente

* disponer de un tratamiento sencillo, seguro y eficaz de la enfermedad en

fase precursora o inicial

Segun las caracteristicas de aplicacion se pueden diferenciar dos modelos de
cribado:

* cribado oportunista: sélo ofrece la prueba de cribado a las personas que
consultan a los servicios sanitarios. La cobertura resulta desigual,
beneficiandose las personas que acuden a consulta y penalizando a las
mujeres que no consultan. Transcurre normalmente en el ambito
hospitalario. Se realiza en 15 de las 17 comunidades auténomas de

Espaia, entre ellas Murcia (18).
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e cribado poblacional: dirigido a todas las mujeres de grupos de edad
determinados basado en un CENSO POBLACIONAL, lo que garantiza

la equidad. Su base asienta en la asistencia primaria.

Recientemente diversas publicaciones que analizan el cribado en los paises
europeos han concluido que los programas oportunistas son ineficaces, ineficientes y no
equitativos, y deberian ser reconducidos a cribados poblacionales. La segunda edicion
de las European Guidelines for quality assurance in cervical cancer screening

recomienda también instaurar programas de cribado poblacional (51).

El cribado de mujeres sanas mediante citologia cervical ha demostrado
claramente su eficacia, puesto que su aplicacion de forma adecuada y sistematica en
determinados paises ha conseguido reducir en un 70-80% la incidencia y mortalidad por
CCU. Este beneficio se debe a la deteccion de lesiones premalignas asintomaticas cuyo

diagnostico y tratamiento evita su progresion a carcinoma invasor (18).

Multitud de estudios prospectivos han demostrado que el cribado periédico con
solo citologia es efectiva en la reduccion de la incidencia de CCU y en la mortalidad.
Multiples revisiones bibliograficas sobre la exactitud del cribado con citologia
convencional, encuentran, sin embargo, notables diferencias en su sensibilidad y
especificidad. Una revision exhaustiva de 15 series procedentes de varios paises
europeos y americanos, hallan una sensibilidad para la deteccion de CIN2+ del 61,3%,
con una considerable dispersion de los resultados (limites 18,6-94) y una especificidad
del 93,5% (limites 77,8-99,5) (52,53). La baja reproducibilidad de la citologia es lo que
da lugar a la gran variabilidad en las cifras de sensibilidad. Es por ello que es necesario
un control exhaustivo de calidad diagnostica, ademas de la repeticion de la toma

citologica periodicamente.

El conocimiento del VPH como agente causal de casi la practica totalidad de los
CCU vy de sus lesiones precursoras ha permitido establecer un modelo de carcinogénesis
basado en la persistencia de la infeccion por VPH como elemento necesario para el
desarrollo de lesiones precursoras y CCU. Por tanto, las pruebas de deteccion de VPH

constituyen un marcador sensible y precoz del riesgo de dichas lesiones, especialmente
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en mujeres mayores de 30 afios, edad a partir de la cual la prevalencia de las infecciones

disminuye, pero las infecciones tienden a ser mas persistentes.

Ante la evidencia cientifica de que la determinacion molecular del virus del
papiloma humano (VPH) es mas sensible, aunque menos especifica, que el estudio
citologico para el diagnostico del cancer de cérvix y de sus lesiones precursoras,
algunos paises europeos estan considerando el cambio del cribado primario citoldgico al

de la determinacion de VPH (54,55,56).

Diversas publicaciones han demostrado que en mujeres de entre 30 y 65 afos, la
estrategia de cribado citologico cada 3 afios o la combinaciéon de citologia con
determinacion de VPH cada 5 afios obtiene similares resultados. Sin embargo, existen
muchas cuestiones pendientes de analizar en los distintos paises con algun tipo de
cribado (oportunista o poblacional) basado en la citologia, y hasta el momento ninguna
de las guias nacionales o internacionales de recomendaciones o programas de

prevencion han implementado el cribado primario por VPH (57,58,59,60).

El equilibrio entre los beneficios (reduccion de la incidencia y mortalidad del
cancer) y las desventajas (repeticion de consultas, sobretratamientos, complicaciones
terapéuticas,..) (61) se tienen en cuenta a la hora de determinar recomendaciones y guias
clinicas, de modo que la implementacion de cualquier estrategia nueva de cribado debe
ir precedida de un disefio detallado con pruebas de factibilidad y estudios piloto que

garanticen la sostenibilidad y el mantenimiento del mismo (62).

En la ultima década, la mayoria de sociedades cientificas han incorporado en sus
recomendaciones las pruebas de deteccion del VPH en diferentes ambitos de la
prevencion secundaria del CCU (seleccion de conducta ante citologias anormales,

seguimiento postratamiento y cribado):

1. En Espafa, desde 2006, la Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia
(SEGO), la Asociacion Espafiola de Patologia Cervical y Colposcopia (AEPCC),

la Sociedad Espafnola de Anatomia Patologica (SEAP) v la Sociedad Espaiiola
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de Citologia (SEC) han incluido de forma opcional en sus recomendaciones la

utilizacion de la prueba de VPH en mujeres mayores de 35 afos, proponiendo

dos posibles estrategias de cribado: combinacion de citologia y prueba de VPH

(prueba conjunta o co-test) cada 5 afios o citologia exclusiva cada 3 afios

(63,64).
; — :
Citologia Co-test
cada 3 anos cada 5 anos

Figura 17. Estrategia de cribado Consenso 2014 SEGO, AEPCC y SEAP

Estas mismas sociedades, después de la ultima publicacion de la GUIA DEL

CRIBADO DE CANCER DE CUELLO DE UTERO 2014 (18) y tras la
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implementacion del programa de vacunacion contra VPH, recomienda las siguientes
actitudes (figura 17):

v aunque la citologia cervical exclusiva en el cribado primario continia
vigente, siempre que se cumplan los controles de calidad preceptivos, la
transicion a cribado con prueba VPH deberia ser un objetivo alcanzable
en el plazo de 3-5 afios para todos los ambitos del cribado primario del
CCU

v' *% La Sociedad Espafola de Epidemiologia (SEE) considera aceptable
comenzar la prueba VPH en el intervalo entre 30-35 afios

v’ ®¥k% (Globalmente, el co-test no afiade mayor rendimiento y eficacia a la
prueba VPH-AR como método unico, y conlleva un mayor gasto de
recursos. La eleccion del co-test debe tener una finalidad transitoria
mientras se incorpora e implementa la tecnologia para la deteccion del

VPH. La SEE no favorece el co-test como opcidn aceptable de cribado

2. EUROPEAN GUIDELINES FOR QUALITY ASSURANCE IN CERVICAL
CANCER SCREENING

Estas Guias Europeas, apoyadas por el Programa de Salud de la Union
Europea han sido revisadas nuevamente en 2010 recomendando la politica de
cribado que se describe a continuacion (51):

* Se recomienda utilizar como prueba de cribado la citologia. Iniciar el
cribado entre los 20 6 30 afios, aunque preferiblemente no antes de
los 25 6 30 afos, dependiendo de la carga de enfermedad de la
poblacion y de la disponibilidad de recursos. El intervalo de cribado
debe oscilar entre 3-5 afios hasta la edad de 60-65 afos. La
finalizacion del cribado es apropiada en mujeres mayores que tienen
tres o mas resultados citoldgicos consecutivos negativos. Se debe
prestar atencion a aquellas mujeres que no han sido cribadas nunca

dado que este hecho es un factor de riesgo de padecer CCU.
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* Por el momento, no se recomienda la utilizaciéon de nuevas técnicas
de cribado que sustituyan a la citologia hasta que no se haya
demostrado su eficacia. Si bien una disminucion en la incidencia de
CIN3 es un marcador subrogado de prevencion del cancer de cérvix,
la eficacia de estas técnicas de cribado debe estar basada
preferentemente en la reduccion de la incidencia y mortalidad
asociada a esta neoplasia. Se recomienda realizar estudios piloto con
pruebas VPH validadas y que se lleven a cabo en el seno de un
programa organizado, con una cuidadosa monitorizacion 'y
evaluacion de los resultados, de sus efectos adversos y de sus costes y
siendo realizados en mujeres mayores de 30 afios para evitar el riesgo
de sobrediagnostico y sobretratamiento innecesarios.

* Ante un resultado citologico de H-SIL, L-SIL persistente o ASCUS
con prueba VPH positiva se debera remitir a la paciente para estudio
colposcopico. La conducta ante una L-SIL es dificil de definir dado
que ninguna opcion en el manejo es 6ptima. Tanto repetir la citologia
como remitir a colposcopia son opciones validas.

La prueba VPH-AR puede utilizarse en mujeres postmenopausicas.

3. SCREENING GUIDELINES FOR THE PREVENTION AND EARLY
DETECTION OF CERVICAL CANCER. AMERICAN CANCER SOCIETY,
AMERICAN SOCIETY FOR COLPOSCOPY AND CERVICAL
PATHOLOGY, AND AMERICAN SOCIETY FOR CLINICAL PATHOLOGY

Publicadas en el afio 2012 (65), suponen una revision y actualizacion de las
ultimas Guias para la deteccion precoz del CCU de la American Cancer Society
publicadas en el afio 2002. Los resultados, definidos en base al grado de
evidencia disponible, han sido posibles gracias a la participacion de seis grupos
de trabajo, estando asi mismo avalados por la American Cancer Society, la
American Society for Colposcopy and Cervical Pathology y la American

Society for Clinical Pathology.
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Tabla 1. Recomendaciones de cribado de las Guias de la ASCCP, ACS y ASCP,

2012 (65)

Poblacion Recomendacion

Comentarios

<21 afos No cribado en ningun caso

+ No evidencia de beneficio del cribado

* Incremento de sobre-diagnéstico y sobre-tratamiento

» Promover la prevencion primaria mediante vacunacion y
fomentar medidas de salud (planificacion familiar y
prevencion de enfermedades de transmision sexual)

21-29 afios Citologia cada 3 afios

No utilizar nunca la prueba VPH-AR

Aumentar el intervalo de cribado aumenta el riesgo

Reducir el intervalo de cribado aporta un minimo beneficio e
incrementa el numero de colposcopias

+ Co-test cada 5 afios
(opcién preferida)
30-65 afios
+ Citologia cada 3 afios
(opcion valida)

La menor especificidad de la prueba VPH se compensa con
el aumento de intervalo de cribado a 5 afios

Permite aumentar el intervalo de cribado (5 afios) con un
porcentaje de cancer incidente similar o mas bajo que cuando
el cribado se realiza con citologia sola cada 3 afios

La prueba VPH permite incrementar la deteccion de
adenocarcinoma y sus lesiones precursoras

No utilizar la prueba VPH como prueba Unica por posible baja
adherencia y dificultad en el manejo de casos VPH positivos
Permite aumentar el intervalo de cribado (5 afios) con un
porcentaje de cancer incidente similar o mas bajo que cuando
el cribado se realiza con citologia sola cada 3 afios

Finalizar el cribado si cribado

> 65 afios 2 :
previo adecuado y negativo

Cribado adecuado previo negativo: tres resultados citoldgicos
consecutivos negativos, o dos co-test negativos en los diez
afios previos, (el ultimo dentro de los cinco Ultimos afios)
Tras finalizar el cribado no debe reiniciarse por ningun motivo
Antecedente de CIN: proseguir cribado 20 afios

Tras

histerectomia © ¢°a%

Aplicable a mujeres sin cérvix y sin antecedente de CIN 2+
los 20 afios previos

Mujeres

vacinadas No recomendacion especifica

En el futuro el comienzo del cribado seré mas tardio y los
intervalos de cribado mayores.

Antes debera tenerse en cuenta la reduccion del riesgo de
CIN3 a largo plazo, el impacto en los resultados de la
citologia y prueba VPH y el efecto en la adherencia al cribado

Las nuevas recomendaciones (fabla 1) establecen las estrategias de cribado

adecuadas en funcion de la edad, como novedad incluyen como técnicas de cribado la

citologia y prueba VPH-AR (co-test), hacen referencia al seguimiento de las pacientes

cribadas (conducta en caso de ser positivo el cribado, e intervalos de cribado en el caso

de ser negativo), y la edad a la que debe finalizar el cribado, analizan el papel de la

prueba VPH-AR como tnica técnica de cribado y evaltian las estrategias de cribado en

poblacion vacunada (66). En resumen, el inicio del cribado seria a los 21 afios en todos
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los casos, con control citologico cada 3 afios hasta los 30 afios y a partir de esta edad un
estudio de VPH vy citologia combinado hasta los 65 afios.

La ASCCP no recomienda utilizar la prueba VPH como técnica tnica de cribado
como alternativa a la citologia o al co-test en base a los siguientes argumentos:

1) falta de estrategias bien definidas para los casos positivos (citologia en
segunda linea o marcadores moleculares como genotipado viral para VPH 16 o
VPH16/18, VPH mRNA o la pl16) con tal de evitar el estudio sistematico mediante
colposcopia de todos los casos VPH positivos,

2) estimacion de un bajo cumplimiento y adherencia por parte de los
profesionales ante un cambio tan radical en el protocolo de cribado con importantes

implicaciones sanitarias y economicas.

Es a raiz de estas recomendaciones americanas que se publican unas guias de
consenso para el manejo de citologias anémalas y de lesiones precursoras, amparadas
por 23 sociedades profesionales en Bethesda, la ASCCP (67). Massad y cols. recogen
detalladamente el consenso o puesta al dia en el manejo de resultados del co-test
anomalos, en citologias con inadecuado muestreo de la zona de transformacion, en el
manejo inicial de los resultados de screening anémalos, en el manejo postcolposcopico,
en el manejo de las mujeres entre 21-24 afios, y en otros puntos de controversia. En
resumen, la mayoria de las estrategias que en este articulo se mencionan incorporan el
co-testing para reducir el nimero de visitas de seguimiento. Las estrategias a base solo
de citologia se limitan s6lo a mujeres menores de 30 afios, aunque segin en qué
circustancias a veces el co-testing también se extiende a ese grupo de edad. Las mujeres

entre 21-24 afios serian manejadas conservadoramente.

4. El Colegio Americano de Obstetras v Ginecbdlogos (ACOG), en su ultima

revision (68) sigue en la misma linea:
a. cribado desde los 21 a los 65 afios
b. solo citologia cada 3 afios hasta los 30 afios
c. co-testing VPH+citologia cada 5 afios (alternativa: sélo citologia cada 3

anos)
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d. el cribado no se debe realizar s6lo y inicamente con determinacion de
VPH
e. este cribado es independiente de si han recibido la vacunacion o no
En la mayor parte de las guias y en base a estudios realizados (69) se aconseja

utilizar métodos moleculares ante un resultado citologico andémalo.

1.4. Métodos de cribado del cancer de cuello uterino

I.4.1. Citologia cervicovaginal: Convencional y medio liquido

Como es sabido, el cancer de cérvix ha disminuido en los ultimos afos debido a
la implementacion mas o menos sistematica de la citologia cérvico-vaginal. Dada la
relativa variedad en cuanto a sensibilidad de la citologia para CIN2+, el éxito del
cribado con citologia se basa en la repeticion trianual y en dos hechos importantes que

hoy en dia conocemos (13):

1. La mayoria de HSIL se desarrollan entre 5 y 10 afios después de la infeccion
por VPH (70), y
2. El tiempo entre HSIL y el cancer invasivo es al menos de 10 afios y, en algunos

casos, mas de 30.

Ello explica por qué el cribado ha sido efectivo (71).
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Figura 18. Método de recogida en CTT y en CML

En un intento de disminuir las muestras citologicas inadecuadas, asi como la tasa
de falsos negativos, se ha evaluado el papel de la citologia en medio liquido (figura 18)

como técnica de cribado frente a la citologia convencional (72,73,74).

A) MEDIO LiQUIDO:

En los ultimos afios se han desarrollado técnicas que permiten obtener
preparaciones en una sola capa celular, la llamada citologia en monocapa, capa fina o
en medio liquido (75). El material obtenido es conservado inmediatamente tras su
extraccion en un medio liquido, normalmente de base alcohdlica, que permite su
almacenaje y transporte y la extension se realiza en el laboratorio. Los estudios
publicados, incluyendo un metanalisis, coinciden en que este tipo de citologia

disminuye los casos inadecuados para diagndstico, en los que hay que repetir la toma de
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muestra, acorta el tiempo de lectura al microscopio y ofrece un discreto aumento de la
sensibilidad (76,77,72,78,79,80,81,82). Para otros autores no se evidencia un aumento
significativo en la tasa de deteccion de lesiones intraepiteliales y por tanto no mejora la
sensibilidad de la citologia convencional (83). Si se ha visto que su utilizacion, junto a
criterios de Bethesda, ha aumentado la tasa de diagnosticos de LSIL y ha disminuido el
cociente ASC/LSIL (84).

Un valor afiadido de la citologia en medio liquido es que no se utiliza todo el
material para la realizacion del estudio citoldgico: el material remanente conservado en
el liquido de fijacion (durante semanas a temperatura ambiente) permite realizar
técnicas adicionales, moleculares, como la determinacion de VPH, o de
inmunocitoquimica como la deteccion de pl6/KI67, o futuros nuevos marcadores,
evitando asi una nueva toma y por tanto una visita de la paciente, factor que debe
tenerse en cuenta en el calculo de coste-efectividad de esta técnica (79).

Un estudio reciente sobre la implementacion de los programas de cribado en
Europa, pone de manifiesto la gran variabilidad de resultados citolégicos andémalos
observada en diferentes paises, oscilando de un 1,2% en Alemania a un 11,7% en la
zona oeste de Irlanda, asi como su distribucion segiin grados lesionales (85). Por ello, en
las European Guidelines for Quality Assurance in Cervical Cancer Screening (51) se
insiste en la necesidad de llevar a cabo un adecuado control de calidad en cada uno de
los aspectos relacionados con esta técnica (calidad de la toma, lectura e interpretacion y
procesamiento de la muestra) y utilizar una misma terminologia, la Clasificacion
Citologica de Bethesda de 2001, con la finalidad de obtener un registro adecuado de
datos que permita comparar y homogeneizar los resultados.

Existen al menos dos métodos de citologia en medio liquido aprobados por la
FDA: ThinPrep y Surepath. El test de Citologia Liquida SurePath™ es un método
alternativo a la citologia convencional, basado en la recogida de muestras citologicas en
medio liquido, con tecnologia exclusiva de enriquecimiento celular para procesamiento
y tincion simultaneos de citologias ginecoldgicas (86).

Este método incrementa notablemente la calidad del diagndstico citologico, al
ofrecer extensiones de elevada calidad morfologica y facil lectura microscopica (87).
Ademas ofrece la posibilidad de realizar, en una sola recogida, estudios

complementarios de trascendencia diagnostica, pronostica y/o terapéutica.
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El método SurePath™, incorpora un proceso de concentracion o enriquecimiento

celular (Cell Enrichement™), que consiste en la creacion de un sedimento de células de

interés diagndstico. A través de este exclusivo procedimiento que combina la dispersion

gravitatoria y la centrifugacion, se separa por medio de un gradiente de densidad, el

material diagnostico, de los elementos enmascaradores frecuentes en muestras

ginecologicas (88), como el moco y la sangre.

Caracteristicas principales del SurePath® Pap Test (89):

v

R NEE NI NN

<\

Recoleccion de la muestra en medio liquido

100% de la muestra obtenida se procesa en el laboratorio

Procesamiento basado en concentracion y purificacion celular

Muestras procesadas y tefiidas en un mismo proceso

Muestras representativas, bien fijadas y conservadas

Extensiones homogéneas, células dispuestas en capa fina, fondo limpio,
superficie de didmetro 13 mm

Estructura celular intacta, buena visualizacion de los detalles nucleares

Material remanente para repeticiones y técnicas complementarias (ICQ, PCR,

CH, Citometria, etc) (90).

Se recomienda el uso de la citologia en medio liquido sobre la citologia

convencional basado en que:

v

v
v
v

Requiere menor tiempo de lectura citologica

Reduce los errores interpretativos al disminuir el cansancio del observador
Permite la lectura automatizada (91)

Disminuye el niimero de muestras insatisfactorias. Si bien se confirma una
disminucién en el nimero de muestras inadecuadas , no se evidencia un aumento
significativo en la tasa de deteccion de lesiones intraepiteliales y por tanto no

mejora la sensibilidad de la citologia convencional (85).
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v" Facilita la lectura por el fondo limpio y la disposicion homogénea de las células

v" Aunque el coste es mayor, la posibilidad de evitar una segunda consulta y toma
de muestra para VPH, al permitir el estudio “réflex”, equilibra el gasto.

v" Mejora la eficiencia.

v Disminuye la relacion ASC/LSIL, al aumentar los diagnosticos de LSIL (92).

1.4.2. Métodos de deteccion del VPH:

La variabilidad observada en cuanto a sensibilidad y reproducibilidad de la
citologia ha dado lugar a que en los tltimos afios se haya analizado el papel de la prueba
VPH en la prevencion secundaria del cancer de cérvix (93,94), ya sea asociado a la
citologia (95)(co-test) o como técnica inicial de cribado. Multiples ensayos
randomizados demuestran que la prueba VPH es mas sensible para la deteccion de
CINS3, si bien la especificidad y por tanto el valor predictivo positivo demostrado son
menores, sobre todo en mujeres jovenes menores de 30 afios, donde la prevalencia de
infeccion transitoria es alta.

Una revision sistematica llevada a cabo recientemente en la que se actualizan los
datos disponibles (58), objetiva como combinando citologia y prueba VPH (co-test)
como técnica de cribado se incrementa ligeramente la sensibilidad a expensas de una
pérdida en especificidad cuando cualquier prueba es positiva y se remite a la paciente a
colposcopia, comparado con la realizacidon unica de la prueba VPH. La diferencia en el
riesgo acumulado de CIN3+ o cancer utilizando co-test versus prueba VPH sola es baja.

Por tanto, la evidencia disponible pone de manifiesto como, en caso de ser
realizado con una técnica clinicamente validada, la prueba VPH-AR es maés eficaz que
la citologia en el cribado primario en mujeres mayores de 30 afios, y que en los casos en
los que la prueba es negativa el intervalo de cribado se puede extender con seguridad a 5
anos. En los casos en los que la prueba es positiva se puede utilizar para la seleccion

bien la citologia o bien el genotipado para VPH16/18. De cualquier forma las posibles
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ventajas ofrecidas por la incorporacion de la prueba VPH en el cribado serdn
objetivadas siempre y cuando exista un programa bien organizado, con buena cobertura
poblacional y politicas de seleccion o evaluacion bien establecidas en los casos en los
que la prueba sea positiva.

Es esperable que en un futuro proximo la determinacion de VPH-AR se
implemente como método primero de screening (63). Sin embargo, so6lo una fraccion de
las mujeres con VPH-AR desarrollaran una lesion intraepitelial escamosa de alto grado.
Una serie de factores han sido identificados como moduladores de esta
persistencia/progresion de la infeccion por VPH (60), como es el tipo de VPH, ya que el
tipo 16 presenta un riesgo acumulado de producir CIN2 o superior, a 10 afos, de algo
mas del 20%; frente a un 17% del tipo 18. El resto de los tipos de alto riesgo de VPH,
de entre el 1 y el 2%. Por eso, es urgente encontrar biomarcadores que si puedan
detectar esas lesiones y que puedan ser aplicados sobre los especimenes citoldgicos

(96).

Tabla 2. Pruebas para la deteccion de VPH aprobadas por la FDA para su utilizacion
en el cribado poblacional (18)

Hybrid Capture® 2 (HC2) HPV DNA Test (QIAGEN Inc., Gaithersburg, MD; USA) US FDA
(2003)

Cervista® HPV HR Test (Hologic, Madison, WI, USA) US FDA (2009)

Cobas® 4800 HPV Test (Roche Molecular Systems Inc., Alameda, CA, USA) US FDA
(2011)

APTIMA® HPV Test (Gen-Probe Inc|, San Diego, CA, USA) US FDA (2011)
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A continuacion se describen mas detalladamente los métodos de deteccion de VPH
aprobados por la FDA (tabla 2) como métodos de cribado del CCU junto con la
citologia (97,98,99).

e Métodos en los que no se realiza amplificaciéon

> CAPTURA DE HIBRIDOS

La Captura de Hibridos (Hibryd Capture 2 o HC2) es el método mas contrastado
y experimentado y que cuenta con mayor nimero de referencias en la literatura (unas
8.000). Esta técnica de hibridacion utiliza una secuencia complementaria de ARN, en
lugar de ADN, lo que le confiere una alta sensibilidad. Este método sélo se aplica sobre
células en suspension no permitiendo su uso en muestras tisulares. Se trata de un
método no automatizado que permite detectar la presencia de 13 tipos de VPH-AR (16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68) sin indicar el genotipo especifico. El
marcaje de los hibridos se realiza mediante un producto luminiscente, por lo que para la
lectura se utiliza un luminémetro. El resultado es por tanto cualitativo (positividad o
negatividad para VPH-AR) y también semicuantivo (intensidad de la reacciéon medida
en unidades relativas de luz o URL) lo que significa una estimacion de la carga viral o
cantidad de virus presente en una muestra determinada (18). Este método es muy
adecuado para el cribado por su alta sensibilidad clinica. Debido a que es la técnica mas
contrastada, muchos autores recomiendan utilizar el HC2 como estandar de oro para
realizar estudios comparativos de los nuevos métodos de cribado (97). Sin embargo es
un método relativamente poco reproducible en la llamada “zona gris”, que afecta a los
resultados alrededor del punto de corte (positivo/negativo). Parece que esto se debe, al
menos en parte, a un numero no despreciable de reacciones cruzadas con VPH-BR
(100) que dan lugar a un pequefio nimero de falsos positivos. Sin embargo este aspecto

parece ser poco importante desde la perspectiva del cribado poblacional (100,101).

» CERVISTA
Es una técnica automatizada de deteccion del VPH basada en la hibridacion, que

unicamente permite analizar muestras de citologia liquida no pudiendo utilizarse en
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muestras tisulares. Detecta la presencia de 14 tipos de VPH-AR en tres grupos
diferentes (Mix 1: 51, 56, 66; Mix 2: 18, 39, 45, 59, 68 and Mix 3: 16, 31, 33, 35, 52,
58). Tras la extraccion del ADN se aplica el test de CervistaTM que realiza la lectura
mediante un método denominado “invader”, basado en una reaccién luminiscente. El
resultado informa de la positividad o negatividad para VPH-AR pero no informa de la
carga viral. Es muy sensible y adecuado para el cribado. No existe experiencia en lo
referente a la llamada zona gris, pero no se conocen reacciones cruzadas con VPHBR.

Para tipificar los VPH presentes debe procederse a una segunda prueba (100).

e M¢étodos en los que se realiza amplificacién del ADN virico (métodos basados

en la PCR)

Estos métodos se basan en la amplificacion del ADN del virus (102) mediante la

aplicacion de unos cebadores (primers en inglés) complementarios de secuencias del
ADN virico que, en ciclos de altas y bajas temperaturas y gracias a la accion de
polimerasas del ADN, permiten obtener un gran nimero de copias de un fragmento de
ADN particular, partiendo de un minimo. Estas técnicas pueden utilizarse en cualquier
tipo de muestra, células en suspension, células sobre portaobjetos o cortes de muestras
histologicas (103).

Estos métodos son extraordinariamente sensibles pero pueden tener problemas
de especificidad dado que ocasionalmente se detectan secuencias similares pero no
exactas al ADN problema (falsos positivos).

El método mas utilizado es la “PCR consenso”, en la cual se amplifica una
region con secuencia muy similar entre todos los VPHs para, posteriormente, por
métodos de hibridacion especifica, enzimaticos o de secuenciacion de ADN, realizar el
genotipado especifico del virus. El primer cebador que se popularizé fue el que usa
como diana de amplificacion la region comun L1, utilizando los “primers” MY09 y
MY 11 (103). El amplificado generado es de aproximadamente 450 pares de bases.
Después se han disefiado variantes como PGMY09/11, GP5/GP6 o su variante
GP5+/GP6+, SPF10...a menor regiéon para amplificar, mayor es la sensibilidad para

detectar la presencia del VPH.
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Fuera ya de los métodos reconocidos por la FDA para screening, se encuentra el
sistema CLART2HPV (104), que consiste en un método semiautomatizado de
genotipado viral basado en la amplificacion de oligonucleotidos (primers) por accion de
la polimerasa, detectando 35 genotipos (20 de alto riesgo y 15 de bajo riesgo). Es el
método que aqui se ha utilizado para el genotipado viral tras la positividad que arrojo el
método de la captura de hibridos, para el objetivo 3° del estudio actual, sobre tejido
embebido en parafina (TEP) . Determinar el tipo de VPH-AR es un instrumento muy

valido para marcar el riesgo de presentar CIN2+ en el seguimiento (60).

» COBAS 4800

Se trata de un método comercializado de deteccion del VPH basado en PCR en
tiempo real (105) y disponible para material conservado para citologia en medio liquido,
no pudiendo utilizarse material histologico procesado en parafina. Es un método
automatizado que informa si la muestra es positiva o negativa para VPH-AR y, en casos
positivos, indica si esta presente el VPH16, el VPH18, u otro de los siguientes VPH-AR
(31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68). La técnica proporciona informacion
sobre carga viral. En los resultados positivos no se han observado reacciones cruzadas
con VPH-BR (106).

Muestra una elevada sensibilidad clinica, por lo que es adecuada para su

utilizacion en el cribado poblacional (107).

e  Meétodos de deteccion de ARN-VPH.
> APTIMA

Aptima es un sistema automatizado que permite la deteccion de 14 tipos de
VPH-AR mediante analisis del ARN mensajero viral de las oncoproteinas E6 y E7 en
citologia en medio liquido. En los estudios publicados el método ha demostrado ser tan
sensible como HC2, Cervista y Cobas 4800, pero algo mas especifico. Esta aprobado
por la FDA y validado en la plataforma Panther, como co-test y para la seleccion de las

citologias ASCUS (18).
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1.4.3. Técnicas moleculares para proteinas del ciclo celular

La determinaciéon de VPH de alto riesgo posee una alta sensibilidad para detectar
lesiones cervicales de alto grado pero su baja especificidad (que viene condicionada
fundamentalmente por la alta prevalencia de infecciones no persistentes) obliga a buscar
marcadores (108,109,110) que orienten acerca de qué porcentaje de las citologias
anormales implican una lesion de alto grado subyacente, sobre la que hay que tomar una
conducta clinica (111,112,113).

Schiffman-Solomon (114) ya determinaron el problema del triaje en las lesiones
denominadas “lower anogenital squamous terminology” (LAST), y como era necesario
unir el resultado citolégico con la determinacion viral al menos para predecir
aproximadamente qué porcentaje de lesiones intraepiteliales de alto grado habria
ocasionado.

Por eso, hoy en dia se estan planteando biomarcadores que ayuden (p16/ki67,..) que
intervengan en las vias moleculares tempranas o tardias de la carcinogénesis (115):

#  Marcadores de regulacion del ciclo celular (116): p53, p21, bax, pRb, p16™<**,

p27, MCM2 y TOP Ilo. (ProEx™ C), (117,118,119), ciclina D1,ciclina A,

ciclina E (98).

* Marcadores de proliferacion celular: PCNA, c-myc, Ki-67 (MIB-1)
* Marcadores de apoptosis : telomerasa, survivina

* Marcadores de transcripcion : Skn-1, Oct-1, AP-2, NFkappaB

*  Marcadores de vias celulares de sefalizacion

* Marcadores de infeccion VPH: proteina L1 de la capside (120)

Recientemente se ha evidenciado que algunos biomarcadores pueden ser detectados
inmunohistoquimicamente (121) y, por tanto, pueden ser evaluados en un examen

citologico:

* La p16 como marcador tnico aumenta la sensibilidad y la especificidad para la
deteccion de lesiones premalignas en comparacion con la citologia convencional

(122,123,124). Esta considerada como una proteina celular involucrada en el
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control del ciclo celular, como un FRENADOR DE CICLO. Produce un efecto
antiproliferativo en células fisiolégicamente normales. Su sobrexpresion estad
directamente ligada a la transformacién oncogénica en las células cervicales
inducidas por las infecciones por VPH-AR (125), y es independiente de la edad
de la paciente asi como del tipo de VPH-AR.

La tincidon positiva es nuclear y citoplasmatica (126,119), y se asocia
significativamente con el riesgo de progresion a CIN de alto grado (127). La
positividad de una lesion CIN1 obligaria a un seguimiento mas estrecho (128),
puesto que a veces la lesion neoplasica de alto grado ya estd presente (129). Sin
embargo, otros autores piensan que diagnosticar CIN2+ no debe basarse
unicamente en la p16 (130).

Algunos autores incluso han valorado el coste-beneficio de realizar la técnica en

la citologia liquida (131).

HR-HPY
pRB PRB
E2F

Infeccidn persistente cell cyde

l por VPH ’l‘ & Tt
promoter  P16™4gene prommoter 16" 4gene
T T N S

Figura 19. Mecanismo molecular de accion de la p16
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Se ha comparado (132) también en términos de sensibilidad y especificidad con
los tests de captura de hibridos para VPH (133), con alto VPN (134).

En condiciones fisiologicas normales, pl6 actia junto a otro gen supresor del
retinoblatoma (pRb), controlando el paso a la fase sintesis de la célula (115). Cuando el
VPH-AR infecta la célula huésped su oncoproteina viral E7 bloquea y “despega” al
factor de transcripcion E2F de pRB (figura 19), lo que promueve la progresion del ciclo
celular. El feedback por tanto se pierde y se produce sobrexpresion de p16 (135).

Sin embargo, la presencia de células normales positivas para pl6 (como las
células endocervicales y las células metaplésicas) obliga a utilizar criterios morfoldgicos

(136).

v" Un segundo biomarcador valido de proliferacion celular es el ki-67. Es una
proteina celular que puede ser detectada en células en proliferacion, en todas las
fases de division celular (G1-, S-, G2 y M), pero no en células inactivas ya que

esta ausente en fase GO del ciclo celular.

v La unién de los dos biomarcadores antes mencionados en una misma técnica ha
dado lugar a la denominada tincion dual p16/ki6é7, comercializada como
CINtec® PLUS kit, que consiste en un ensayo inmunocitoquimico para

. o . . . INK4
determinar cualitativamente y de manera simultdnea las proteinas pl6 "

y
ki67 en preparaciones citoldgicas cervicales, que puede ser aplicada tanto en
citologia convencional como liquida. Es positiva la co-deteccion de p16 y ki-67
en la misma célula.

Anteriormente a la union de ambos marcadores se empezaron a usar en el mismo
tejido pero independientemente, valorandose en conjunto. En concreto, en
lesiones anales por VPH (137) y su relacion con la determinacion viral.

Las células con tincion positiva (figura 20) para ambas proteinas muestran:

* Tincidon marrdn citoplasmatica , indicando sobrexpresion de pl16

* Tincion roja nuclear, indicando expresion de ki-67
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=

Figura 20. Célula positiva para tincion dual p16/ki67

El CINtec® PLUS Kit detecta y tifie dos biomarcadores:

1.

La proteina pl16INK4a (p16), que tiene una funcién crucial en la regulacion del
ciclo celular eucaridtico, siendo parte del control mediado por la proteina
retinoblastoma (pRB) de la transicion de las fases G1 a S y provoca la detencion
del ciclo celular durante el proceso de diferenciacion celular, por tanto tiene un
efecto antiproliferativo cuando se expresa durante la progresion del ciclo celular.
La proteina Ki-67, un marcador de proliferacion celular, presente en todas las
fases y en las mitosis, pero solo detectable en el ntcleo de las células, durante la
proliferacion.

6™* s6lo pueden proliferar

Como las células con sobreexpresion de pl
activamente si su sistema de control del ciclo celular estd danado, la expresion del
marcador de proliferacion celular ki-67 y del marcador pl6™** dentro de una
misma célula se deberian de excluir mutuamente bajo condiciones fisiologicas

normales. Por lo tanto, la expresion conjunta de pl16™<*

y Ki-67 en determinadas
células se podria considerar como un indicador de desregulacion del sistema de

control del ciclo celular de estas células.
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Algunos de los posibles beneficios de la utilizacion de estas técnicas que se han

propuesto podria ser:

1.

Aumentar la precision para detectar lesiones de alto grado en comparacién con la
citologia

Constituir una herramienta realmente 1til para el manejo eficiente de mujeres con
citologia de LSIL (lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado)(138)
Reducir el porcentaje de falsos positivos en el manejo de mujeres con citologia
ASCUS (células escamosas atipicas de significado indeterminado),
independientemente de su edad

Ser una opcidn eficaz para el manejo inmediato de mujeres con citologia negativa

y VPH positivo (figura 21)

Citologia
(preferentemente réflex)

= Protocolo
* b

Y {

Genotipado 16/18 mRNA Citologia
(opcional 45) E6/E7 Tincion dual

| | |

@aﬂva Esmva Positiva Negativa

Colposcopia

v

Y
Co-test (1 afio)

Cribado Protocolo
rutinario

especifico

Figura 21. Algoritmo propuesto para el manejo clinico de mujeres con prueba de

deteccion del virus del papiloma humano positiva y citologia negativa (18)

47



Valor predictivo de la técnica dual p16/Ki67

5. Un resultado positivo a CINtec® PLUS es un claro indicador de que esa mujer
debe ser remitida a colposcopia (139).
6. Se ha visto también su utilidad en el triaje de citologias anormales en pacientes

embarazadas, con alta sensibilidad para lesion CIN2+ subyacente (140).

TINCION DUAL P16/Ki-67

1) PROCEDIMIENTO (figura 22): CINtec® PLUS kit contiene un grupo de
reactivos para la deteccion inmunocitoquimica de los antigenos p16™<* y ki-
67. Para la deteccion de los antigenos se emplea un anticuerpo primario de raton

monoclonal, clon E6H4™, frente a la proteina humana p16™<*

y un anticuerpo
primario de conejo monoclonal, clon 274-11 AC3, frente a la proteina humana

ki-67.

CINtec® PLUS
Principio del Procedimiento

Polimero_anti-raton HRP 2 Polimero_anti-conejo AP

" OV VIR

nticuerpo p16'N%é
mouse anti-human
(clon EGH4 )

6
Figura 22. Base cientifica o principio de procedimiento
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2) INTERPRETACION: La positividad de la tincién dual pl6/ki-67 sirve de
marcador subrogado de la desregulacion del ciclo celular secundaria a la
infeccion transformante por VPH. Su gran ventaja es que no precisa de
interpretacion morfologica de las caracteristicas nucleares, por lo que se
considera positiva cualquier citologia con al menos una célula con tincioén
citoplasmatica para pl6 (marréon) y tincion nuclear para Ki67 (roja).
Actualmente la pl6 aislada para citologia se ha retirado del mercado y se ha
reemplazado por la tincion dual. Dicha técnica se basa en la citologia,

combinada con los conceptos moleculares adquiridos en los ultimos afios.

Ya hemos comentado anteriormente que la accion de las oncoproteinas
virales E6 y E7 (figura 23) consigue que las células proliferen y adquieran el
fenotipo carcinogénico (13), demostrandose con esta técnica la proteina

proliferada Ki67 y la proteina sobreexpresada p16.
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FIGURA 3.
Oncogénesis por VPH (b).
BLOQUEO
E6-p53
BLOQUEO
E7-Rb

CROMOSOMA (12p: 8q24)

FIGURA 2.
Oncogénesis por VPH (a).

LAS PROTEINAS ONCOGENICAS
INMORTALIZAN LA CELULA ACTUANDO SOBRE
EL CICLO CELULAR

El1-E2

Figura 23. Oncogénesis por VPH (modificada de 27)
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3)

4)

SIGNIFICADO CLINICO: La experiencia desarrollada hasta el momento, es
que aplicando esta doble tincion inmunohistoquimica sobre extendidos
citolégicos, la positividlad de UNA SOLA CELULA, muestra la misma
sensibilidad para CIN2+ que la deteccion de VPH con captura de hibridos, y la
misma especificidad que la citologia (141). Ello sucede en general y en las
pacientes menores y mayores de 30 afios. Asimismo puede usarse como triaje en
casos de ASCUS dado que presenta la misma sensibilidad y mayor especificidad
para CIN2 que la deteccion de VPH mediante HC2. Podria usarse también para
triaje de LSIL, pero con menor eficiencia que para ASCUS (13). Hay estudios
muy novedosos en ASCUS y ASC-H (142,143) sobre el aumento de deteccion
de lesiones CIN2+.

EXPECTATIVAS DE FUTURO: La tinciéon dual pl6/Ki67 en citologia
constituye, por tanto, una de las pruebas mdas prometedores para identificar
lesiones cervicales premalignas (111, 141, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150,
151, 152, 153, 154). En la actualidad se han publicado diversos estudios en los
que, a pesar de las notables diferencias en los criterios de inclusion, se observa
una sensibilidad y especificidad muy altas (aproximadamente del 90% y 80%
respectivamente). La sensibilidad es significativamente mejor en las muestras
preparadas con ThinPrep que en extensiones convencionales o preparadas con
SurePath (141). La tincion dual p16/Ki67 ha demostrado ser particularmente
util (figura 24) en la seleccion de las pacientes con citologia de ASC-US y LSIL
(155) y en casos con prueba VPH positiva y citologia negativa (147,156). La alta
sensibilidad y especificidad se observa especialmente en mujeres mayores de 30
afos, pero también por debajo de esta edad (a pesar de la elevada frecuencia de
infecciones VPH transitorias en este colectivo). Un estudio destaca que la

valoracion de criterios morfologicos e inmunohistoquimicos incrementa de
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forma notable la especificidad de la técnica, lo que puede ser especialmente util

en mujeres jovenes (146).

Citologia
CCYV inicial

Negativa

VPH -

Co-test a
los 5 afos

Figura 24. Probable manejo clinico de lesiones citologicas ASC+ con la introduccion

de test inmunocitoquimicos (modificada de 109)

5) ESTUDIOS REALIZADOS: Se han realizado estudios en mujeres que acuden al
cribado citologico de rutina (157), en seleccion de mujeres con ASC-US y LSIL
(estudio PALMS, confirmado posteriormente en 158), (159), en mujeres con
resultados citologicos ASCUS 6 LSIL (estudio EEMAPS) , y en mujeres con
resultado negativo en la citologia pero positivas al test de VPH-AR (estudio

WOLFSBURG).
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v" Citologia LSIL: el 12-28% (52) de las mujeres con citologia de LSIL son
portadoras de lesion de alto grado (CIN2+); el remitir a colposcopia a
todos los LSIL lleva a un alto nivel de sobreintervencion y falsos
positivos ya que una positividad del 80-85% al test de VPH-AR en LSIL
(145), hace que estos tests sean ineficaces para la seleccion de pacientes
que precisan estudio colposcopico, y mas teniendo en cuenta que en solo
el 12-28% de esas pacientes se confirma histoldégicamente el CIN2+
(145)

v’ Citologia ASC-US: en torno al 11% de las mujeres con citologia ASC-
US son portadoras de un CIN2+ (145); o se le repite citologia, o se
remite a colposcopia o se realiza test VPH en funcion de la edad. El
aplicar la tincién dual reducird el porcentaje de falsos positivos en el
manejo de mujeres con citologia ASC-US, independientemente de su
edad

v' También se ha publicado algin estudio (160) sobre la utilidad de la
tincion dual p16/ki-67 en el manejo de las lesiones glandulares de cérvix,
con resultados aparentemente prometedores, aunque concluyen en que
deben basarse, en ese tipo de lesiones, también en la morfologia celular
de las células tefiidas

v Se ha aplicado también en mujeres tras 1 afio con VPH positivo y

alteraciones citoldgicas (161)
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6) CONSIDERACIONES TECNICAS A TENER EN CUENTA (144):

v

Un resultado positivo requiere un nucleo tefiiddo de cromdgeno rojo y un
citoplasma tefiido con cromégeno marrén. El fondo queda en
hematoxilina

La evaluacion de la morfologia es necesaria para excluir metaplasias
escamosas, metaplasia tubarica y células endocervicales que pueden
tefiirse individualmente para p16 o Ki-67. So6lo células con doble tincion
con cromdgenos rojo y marron son consideradas positivas

La interpretacion de CINtecPLUS puede tener dificultades afiadidas,
segin el método de citologia en medio liquido usado (143)

Waldstrdm et al (149) comprobd la buena reproducibilidad de la
interpretacion de la positividad/negatividad de la técnica, que no depende
de la morfologia como si ocurria con la interpretacion de p16 s6lo

La interpretacion de la técnica dual no requiere de contajes de células
positivas, aunque si se ha demostrado que a mayor nimero de células
positivas mayor grado de severidad de la lesion histologica (162)

La adicion de criterios morfologicos a la valoracién inmunohistoquimica

incrementa de forma notable la especificidad de la técnica (146)
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L.5. Histopatologia de la infeccion por el VPH en el cérvix:

La biopsia es en la actualidad el “gold standard”, el método de referencia para
diagnosticar y clasificar adecuadamente las lesiones VPH cervicales (163), vulvares,
vaginales, del pene, del canal anal y de cabeza y cuello. A nivel de patologia cervical es
el proceder recomendado ante un diagndstico de lesion escamosa intraepitelial LSIL+,

AGC+, ASC-H y ante una sospecha citologica de neoplasia infiltrante.

Algunos patélogos utilizan el Sistema Bethesda para clasificar las lesiones
escamosas intraepiteliales en material histoldgico, aunque conviene recordar que esta
nomenclatura fue concebida para el manejo exclusivo de citologias cérvico vaginales. El
sistema mas utilizado en la actualidad sigue siendo el sistema CIN, aunque también es
cierto que el sistema Bethesda y el sistema CIN son usados por algunos citopatélogos

indistintamente para biopsias y citologias (figura 25).

TERMINOLOGIA

Surfacs or

INirg=

mels

cCAarcmnoma

1901 1832 1953 1867
Excision Ablation
| LEEP | Laser

Procedure

Figura 25. Cambios en la terminologia y grados de lesiones precancerosas

cervicales a la largo de la historia ( modificado de 165)
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Actualmente se acepta el sistema binario para lesiones intraepiteliales dividiendo

las lesiones en bajo y de alto grado (figura 26) (34,164,165,166,167,168) porque es mas
reproducible (169) que el sistema CIN en CIN 1, CIN 2 Y CIN 3. Actualmente se la

conoce como estandarizacion LAST (lower anogenital squamous terminology)

propuesta por Darragh y col. (165):

Displasia Leve | Displasia ModeradaI Displasia Severa

NORMAL LSIL HSIL
NORMAL CIN I CIN II CIN III
T e c-;g" RO 5 5 b 3T, T
: = O S TR Ny Jad o~
v .\ yl.o?}g ; = pt

Y RN . G

P —, S

Figura 26. Esquema de gradacion de lesiones precursoras

cervicales
Ca In Situ

LSIL (coilocitosis o condiloma plano o CIN 1): proliferacion de células
basales/parabasales-like limitadas a 1/3 del espesor epitelial, con algunas mitosis
al mismo nivel. Los cambios citopaticos virales se “quedan” en el 1/3 superior
del epitelio (figura 27). Un método muy adecuado para objetivar el espesor del
epitelio cervical andmalo es practicar una tincion inmunohistoquimica con

6INK4a

anticuerpo primario anti-pl (165), limitandose la inmunotincién al 1/3

basal, o inexistente, o solo citoplasmico.
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HSIL (sinénimos: CIN 2, CIN 3, displasia escamosa moderada, displasia
escamosa severa, carcinoma escamoso in situ) (34): aqui se acepta que es el CIN
2 (figura 28) el que tiene peor valoracion interobservador, y que en muchas
biopsias en su seguimiento tienen al final CIN 3 (figura 29) (170). Los cambios
ocurren sobre todo en la zona metaplésica o en la union escamocolumnar (figura
30)(171,172,173,174). Los cambios displdsicos ocupan practicamente 2/3 o mas
del espesor epitelial. Aqui la p16 es util para diferenciar estas lesiones de sus
mimicas, como la atipia reparativa, la atrofia, la metaplasia inmadura (175),..

siendo intensamente p16 positiva en todo el espesor epitelial (165,176,177, 178).
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Figura 28. Displasia moderada (CIN2) Figura 29. Displasa severa (CIN3)

La sensibilidad de la biopsia para detectar HSIL aumenta significativamente con el
numero de biopsias practicadas (179). Ante una imagen colposcopica multiple impera la

actuacion de toma multiple de biopsias.

Seglin otros autores recientemente (164), la positividad difusa de pl6 es indicativa
de infeccion por VPH-AR, y puede ser difusamente positiva tanto en LSIL como en
HSIL, por lo que con pl16 no se deberia de gradar, aunque Darragh (165) y la mayoria

de autores opinan lo contrario (180).

58



Introduccion

Ectocervix TZ @) Junction;;y Endocervix
00 l l

CRLaCaRe gy gy
Q10 JO O OO IOI0J0IO

Figura 30. Zona de transformacion (1) y Union Escamocolumnar (2) del epitelio

cervical (modificado de 171)
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I.6. Métodos estadisticos: Sensibilidad, especificidad, y valores

predictivos positivo y negativo (VPP y VPN)

De una prueba diagndstica se evalian dos caracteristicas muy importantes: la
exactitud diagnostica y los valores predictivos.

La exactitud diagndstica, también llamada eficiencia o rendimiento diagndstico,
es la caracteristica mas importante de una prueba diagnostica. Mide la capacidad de la
prueba para distinguir entre dos estados de salud. La exactitud diagnéstica de una
prueba suele evaluarse con los indices de sensibilidad y especificidad, ambos
independientes de la prevalencia de la enfermedad, ya que se miden en dos categorias
diferentes de sujetos: enfermos y no enfermos.

La sensibilidad de una determinada prueba diagnostica es un indicador de la
proporcion de diagndsticos positivos obtenidos al aplicar la prueba a una poblacion de
enfermos. Valora la proporcion de enfermos detectados por la prueba, o sea, en el caso
del cribado del cancer de cuello uterino indica la proporciéon de mujeres con lesion
cervical precursora que tal prueba es capaz de confirmar mediante un resultado positivo.

La especificidad es la proporcion de diagnosticos negativos obtenidos al aplicar
una prueba a una poblacién de sujetos sanos. Valora la capacidad de una prueba para
descartar la enfermedad en sujetos sanos o no afectos, o sea, aplicada a una prueba de
cribado del cancer de cuello uterino indica la proporcion de mujeres sin lesion cervical
precursora que tal prueba es capaz de confirmar mediante un resultado negativo. Por
tanto, lo ideal es disponer de una prueba que por su alta especificidad de lugar a un
menor nimero de falsos positivos.

Normalmente interesa aplicar primero una prueba con alta sensibilidad para
evitar los falsos negativos. Después, con los resultados positivos de esta primera prueba
aplicar una segunda ya con alta especificidad para descartar los sanos.

Los valores predictivos nos ayudan a evaluar el comportamiento de una prueba
diagnostica segun se aplique en diferentes contextos clinicos, y si dependen ya de la
prevalencia de la enfermedad.

El valor predictivo positivo (VPP) de una prueba es la proporcion de sujetos con
la enfermedad en el conjunto de sujetos con resultado positivo en la prueba. En el caso

del cribado de cancer de cuello uterino, el VPP es la probabilidad de que una mujer con
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una prueba de cribado positiva tenga realmente una lesion cervical. Al depender de la
prevalencia es logico pensar que el VPP de una prueba disminuye al aplicarse en
poblaciones con menor prevalencia de la enfermedad, y viceversa.

El valor predictivo negativo (VPN) de una prueba es la proporcion de sujetos sin
la enfermedad en el total de sujetos con resultado negativo de la prueba. En el caso del
cribado por cancer de cuello uterino, el VPN indica la probabilidad de que una mujer
con prueba de cribado negativa no tenga lesion cervical.

Para comparar los dos tests lo hacemos con el test de McNemar y vemos tasa de
acuerdos y nivel kappa de Cohen (181).

El Test de McNemar es una prueba no paramétrica de comparacion de
proporciones para dos muestras relacionadas, siempre y cuando los datos se ajusten a la
distribucion de chi-cuadrado. Su funcion es comparar el cambio en la distribucion de
proporciones entre dos mediciones de una variable dicotomica y determinar que la

diferencia no se deba al azar (que la diferencia sea estadisticamente significativa).
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Hipotesis de trabajo y objetivos

I1.1.Hipétesis de trabajo:

1. La realizaciéon de la técnica dual para el cribaje o manejo de las
pacientes con LSIL o ASC puede ser un factor determinante en el
seguimiento clinico de las pacientes

2. Su positividad obligaria a conducta clinica inmediata (colposcopia), y

su negatividad permitiria derivar el seguimiento a 6 meses.

Para contratar estas hipdtesis disefiamos nuestro estudio prospectivo a dos afios y

nos planteamos el primero de los objetivos de tesis siguientes:

I1.2.0bjetivos de la tesis:

1. OBJETIVO PRINCIPAL: Comprobar si la tincion dual con
biomarcadores pl6™"* y Ki-67 que se expresan en las células de las
citologias diagnosticadas de ASC y LSIL se asocia

v" Bien con lesién CIN2+ subyacente, 6

v" Progresa en un periodo determinado a CIN2+

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

2. Comparar tasa de positividad, sensibilidad y especificidad para técnica
dual p16/ki-67 positiva versus determinacion VPH-AR., para detectar
lesiones CIN2+

3. Ver si existe relacion entre la técnica dual pl16/ki67 con los distintos
genotipos virales de alto riesgo, en los casos confirmados
histologicamente como CIN2+. Evaluar la frecuencia de los distintos

genotipos.
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III .1. Breve introduccion sobre la poblacion de nuestro estudio

La poblaciéon de mujeres seleccionada para nuestro estudio corresponde
basicamente al Area de salud 1-Murcia Oeste de la comunidad auténoma de la region de

Murcia, aunque recoge también poblacion del Area 6 Vega Media del Segura (figura
31).

Figura 31. Areas de Salud de la Region de Murcia

(www.murciasalud.es/planificacion)(182)
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La Region de Murcia (183) es una comunidad auténoma uniprovincial espafiola,
situada en el sudeste de laPeninsula Ibérica, entre Andalucia (provincias de
Granada y Almeria) y la Comunidad Valenciana (provincia de Alicante), y entre la

costa mediterranea y Castilla-La Mancha (provincia de Albacete).

La poblacion total de la Region de Murcia es de 1.472.049 habitantes
(aproximadamente la mitad son mujeres: 727.812 mujeres, segun Instituto Nacional de
estadistica, refer. a fecha 1 de enero de 2014)(183) de los que algo menos de un tercio
vive en la capital y la mitad vive en los municipios de Murcia, Cartagena y Lorca. Se
trata de una comunidad relativamente pequeiia al ser uniprovincial -la 9* de Espafia en
superficie y la 10" en poblacion por delante de Aragon o Asturias, pero en su condicion
de provincia es de las mas pobladas de las 50 que tiene el pais -concretamente la 7¢ mas

poblada-.

Su capital es la ciudad de Murcia, que es el centro de la comarca natural de
la Huerta de Murcia 'y de su 4rea metropolitana. Murcia tiene el saldo vegetativo y la
tasa de natalidad mas elevadas del pais. Del total de la poblacion municipal el 40%
viven en el distrito de la capital (poblacion basicamente urbana) y el resto en el anillo

periférico de las pedanias de alrededor (poblacién mas rural).

Desde 2009 la Direccion General de Planificacion y Ordenacion Sanitaria
distribuye la poblacion de la region de Murcia en 9 areas de salud con un hospital de

referencia, las cuales incluyen a su vez distintas zonas basicas de salud (figura 32).

En Espaia no existen recomendaciones nacionales para el disefio de la estrategia
de cribado del CCU, ya que su aplicacion es competencia de cada comunidad autonoma;
sin embargo, el Sistema Nacional de Salud define los siguientes objetivos para la
deteccion precoz de esta neoplasia (18):

* Poblacion diana: mujeres asintomaticas, con relaciones sexuales y edad comprendida
entre 25 y 65 afios.

* Prueba de cribado: citologia cervical.

* Intervalo recomendado entre exploraciones: de 3-5 afios tras dos citologias iniciales
normales realizadas en el intervalo de un afo.

*» Se establece como objetivo que el 70% de las mujeres entre 30 y 60 afios tengan una

citologia de cribado realizada en los 5 afos anteriores.
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Y con esas directrices nuestra comunidad autonoma de Murcia disena la

siguiente estrategia de cribado:

Programa de cribado: oportunista. Existen iniciativas para mejorar la captacion y
adherencia al cribado: la Consejeria de Sanidad envia a las mujeres incluidas en
la poblacién diana, una carta personalizada con informacion sobre la prevencion
del cancer de cuello uterino y el periodo de cribado.

Poblacion diana: mujeres no histerectomizadas a partir de los 3 afios de inicio de
las relaciones sexuales y hasta los 65 afos.

Prueba e intervalo de cribado: citologia trienal después de dos citologias
realizadas en el intervalo de un afio con resultado valorable y negativo.

Aquellas mujeres con 65 afios que no han realizado ninguna citologia en los
ultimos 5 afios requieren dos citologias normales de intervalo anual para

finalizar el programa de cribado.

En nuestro estudio de partida se analiza la citologia de cribado de parte del area

1 de salud y de parte del area 6 de salud, ademés de la que genera la consulta de

Patologia Cervical del HCUVA u otras consultas ginecoldgicas hospitalarias (area 1 —

Murcia Oeste), como por la atencion de las Unidades Ginecoldgicas de Apoyo (UGA),

descentralizadas, generalmente en centro de especialidades, dependientes de su hospital

de referencia del area 1 (HCUVA).

o, S
| H. MORALES MESEGUER (MURCIA). H.V. DE LA ARRIXACA (MURCIA)

HR AREA 6 VEGA MEDIA DEL SEGURA H.R. AREA 1 MURCIA OESTE

Zona 6 MurciaVista Alegre  Zona 9 Murcia/Cabezo de Torres Zona 1 Alcantarila Zona 8 Murcia/Espinardo

Zona78 MurciaZarandona  Zona 11 Murcia/Centro Zona 10 Murcia/San Andrés  Zona 20 Murcia/Nonduermas
%ggggg mﬁ'af' Ranero 5822 g; :‘gﬂgﬁf Zona 19 MurcialLa Nora Zona 21 MurcialLa Alberca

Zona 64 Fortuna Zona 66 Molina/Sur Zona22 MurciaAlgezares  Zona 3 Alhama

Zona 65 Molina/Norte Zona 67 Torres de Cotillas Zona 23 Murcia/E| Palmar Zona 24 Murcia/Campo de Cartagena
ZonaT71 Ceuti Zona 89 Molina/Este ' Zona 80 Murcia/Aljucer Zona 74 Murcia/Sangonera la Verde
Zona72 Lowul Zona 7 Murcia/Sta. M do Gracia Zona5 Mula Zona 2 Alcantarila/Sangoneraa Saca

L,

Zona 77 Murcia/Sgo. y Zaraiche

3

Figura 32. Mapa sanitario 2009 en areas de Salud y zonas basicas de salud

(www.murciasalud.es/planificacion)
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CRIBADO EN EL H.U.V.A.

POBLACION ATENDIDA

e AREAI
AdscritaaH.UV.A
Adscrita a H. Morales

= 1.-C.E “Dr. QuesadaSanz” .
= 2.-Sta. M2 de Gracia .
*+ 3.y4.-Molinade Segura ( Ant.Garcia | *  Urgencias Maternal

¥ Jests Marin Consolacion) & )
*  S.-Alcantarilla-Sangonera + Histeroscopia

Consulta Onco-Ginecologia

* 15.-Alcantarilla-Casco A : .
Meseguer E i Consulta Ginecologia
e AREA VI = 8-Mula

* 9-laWNora

= 10.-Alguazas

= 11.-Torre de Cotillas
= 12.-Ceuti

= 13.-lorqui

* 14.-Murcia-centro

En ambas areas de salud la poblacion femenina es basicamente urbana, ya que

casi la mitad de ambas areas corresponde al municipio de Murcia.
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I11.2.- OBJETIVO PRINCIPAL: Comprobar si
la tincion dual p16/ki67 que se expresa en las células de
las citologias ASC-LSIL se asocia con lesion CIN2+

subyacente

III .2.1. Pacientes incluidas en el estudio

Se seleccionaron 306 pacientes con diagnostico de LSIL o ASC diagnosticados
entre Marzo-2012 y Marzo-2014 (25 meses) a las que se les realizo, tras diagnostico

citologico, estudio inmunocitoquimico de la técnica dual p16/ki-67 (CINtec® PLUS).

Posteriormente se siguieron esos pacientes desde 1 dia (cuando tienen la biopsia
simultanea con la citologia) hasta los 30 meses en algtn caso. El seguimiento va desde

marzo 2012 a octubre 2014.

Las pacientes para su inclusion en este estudio debian cumplir los siguientes

requisitos:

* Mujeres mayores de 25 afios
* Diagnostico citologico de LSIL o ASC (segin BETHESDA 2001)

* Muestras unicamente en medio liquido (Surepath®)
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Los datos de procedencia de los pacientes se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Procedencias de las pacientes

CONSULTA / PRIMARIA N° pacientes Porcentaje (%)
CONSULTA ONCOGINECOLOGIA 287 93,8%
H.C.U.V.A
CONSULTAS GINECOLOGIA 15 4,9%
ARRIXACA
ATENCION PRIMARIA 4 1,3%
(Sangonera)

La edad media de las pacientes seleccionadas (306) a las que se les realizd

técnica dual p16/ki67 fue de 39,8 + 10,4 afos (rango 25,83)

El final del seguimiento acaba con el diagnostico histologico de CIN2+ (CIN-2 o
CIN-3); por tanto, los casos se evaluaran como POSITIVOS o NEGATIVOS en funcion

de la presencia o no de CIN2+.

I1I .2.2. Muestras citolégicas

Se recogieron 349 muestras pertenecientes a las 306 pacientes incluidas en el

presente estudio.

Algunas pacientes tenian mas de un resultado citologico y posterior realizacion

de p16/ki67, en base a discordancias clinico-citologicas anteriores (tabla 4).
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Tabla 4. Numero de pacientes segun n° estudios con técnica dual p16/ki-67

N° de pacientes N° de estudios
1 técnica 266 266
2 técnicas 37 74
3 técnicas 3 9
306 349

De un total de 239 ASC y de 340 LSIL diagnosticados en esos dos afios, se
seleccionaron en base a los criterios establecidos 127 ASC y 222 LSIL, lo que supone
un 53,1% de los ASC totales y un 65,3% de los LSIL totales diagnosticados en ese
periodo de tiempo (Marzo-2012 a Marzo 2014) (tabla 5)

Tabla 5. Casos de ASC/LSIL seleccionados

Resultado citologico Total Casos seleccionados Porcentaje (%)
ASC 239 127 53,1%
LSIL 340 222 65,3%

III 2.2.1. Recogida de las muestras:

Tras la toma, las muestras de citologia cérvicovaginal fueron incluidas en
MEDIO LIQUIDO BD SurePath™ (Tripath/BD). Procedian de varias UGA de atencién
primaria, de las consultas de ginecologia del HCUVA o de la consulta de
Oncoginecologia del HCUVA, desde donde se remitieron al servicio de Anatomia

Patologica:
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Procedimiento: Las muestras se tomaron con los dispositivos disponibles en la
consulta del ginecologo (Espatula y Cytobrush o Cervex Brush con mango
desechable). Se depositod el cabezal del dispositivo en el vial SurePath™, que
contiene un liquido conservante a base de etanol, el cual fija inmediatamente el
100% de las células recogidas en la muestra y evita la formacion de artefactos
por aireacion y desecacion. Se cerrd el envase, se identifico el vial con la

muestra y se envio al servicio de Anatomia Patologica para su procesamiento

(figura 33).

1. Recoger 2. Depositar 3. Enviar

Figura 33. Meétodo de recogida de la muestra cérvicovaginal (tomada de

www.civagen.com)

I11.2.2.2. Procesamiento de la muestra: enriquecimiento celular

Una vez que llegan al laboratorio las muestras son procesadas utilizando un
método Unico del sistema BD SurePathTM, mediante el cual se obtiene un
sedimento concentrado de las células con importancia diagndstica, libre de
elementos entorpecedores como la sangre, moco cervical y células inflamatorias.

Esto permite obtener preparaciones mas limpias y de facil lectura.
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1.- Este procedimiento se inicia con una agitacion inicial en vortex para liberar

las células.

2.- A continuacion se realiza el paso de enriquecimiento celular, en el cual la
muestra se transfiere de forma gradual y automatica, mediante el sistema BD
PrepMate™, a los tubos que contienen el reactivo de densidad (solucion
polisacarida). Con el fin de reducir la posibilidad de contaminacion, el
instrumento BD PrepMate'" realiza un paso de perforacion y dispensacion de la

muestra sin retirar las tapas de los viales durante el proceso.

3.- Posteriormente se realizan dos pasos de centrifugacion de estos tubos que
contienen la muestra sobre el reactivo de densidad, con el objetivo de separar y
eliminar elementos entorpecedores y concentrar las células con relevancia

clinica.

I11.2.2.3. Preparacion y tincion de objetos:

Mediante el sistema BD PrepStain'" se realiza la transferencia de las
muestras, la preparacion y la tincion de los portaobjetos de forma totalmente

automatica (figura 34).

Se obtiene una capa fina de células con una distribucion uniforme y
homogénea en un éarea de so6lo 13 mms. de didmetro, con un fondo nitido y de

facil lectura.
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1° : Recogida de la muestra
e £t
3 PASOS:

1. RECOGER

2. DEPOSITAR

.l
-

3. ENVIAR -

N S
.- ) A, {
— k 2° : PrepMate® _ Enriquecimiento
[ L
y limpieza
Residuos | f
(8 Sedimento
S
1V 2!

2° : PrepStain® _ Preparaciony .

tincidn

Figura 34. Recogida de la muestra y procesamiento. Esquema representativo que

describe el método “BD Surepath” (modificado de www.bd.com)
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I11.2.2.4. Lectura o diagnéstico citologico:

Una vez obtenido el porta con la muestra y ya tefiido con un papanicolau

modificado para Surepath®, se procede a estudio citologico adecuandolas segun

Bethesda 2001 (en INTRODUCCION, pagina 19), valorando:

* Idoneidad de la muestra
e (Categorizacion general :  * Negativa para malignidad
* Atipia de células escamosas
* LSIL
* HSIL

* Otras alteraciones glandulares,....

I11.2.3. Realizacion de la técnica dual p16/ki-67 (CINtec® PLUS):

Del material residual que quedd en el vial tras el diagndstico citologico se
prepard, conforme a fabricante, otro portaobjetos del sistema BD SurePath™ (BD
Diagnostics Tripath) que se fijo inmediatamente después de la preparacion en etanol al
99% durante 10 minutos hasta 1 hora y se dejo secar durante 20 minutos hasta 16 horas
(durante la noche).

Se paso al laboratorio de inmunohistoquimica para la realizacion de la técnica
dual pl16/ki67, usando el kit CINtec® PLUS (Roche-mtm Laboratories, Heidelberg,
Germany), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El kit comprende un
procedimiento inmunohistoquimico en dos pasos sobre preparaciones citologicas, y
contiene un Ac monoclonal (clon E6H4™) dirigido contra la proteina humana p16™

y otro Ac monoclonal dirigido contra la proteina humana Ki-67 (clon 274-11 AC3).
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A. El PROCEDIMIENTO es el siguiente:

1. REHIDRATACION DE LAS MUESTRAS: Los portas con la muestra se

someten a hidratacion progresiva desde xileno a agua destilada, en los

siguientes pasos:
* 1 xileno de 2 minutos
e 2 alcoholes de 100°, 2 minutos cada uno
e 2 alcoholes de 96°, 2 minutos cada uno

* Agua destilada

2. RECUPERACION DEL EPITOPO: La recuperacién antigénica se lleva a
cabo con la solucion del kit CINtec® PLUS:

* 150 ml de tampon

* 1350 ml H,O
Diluir la solucién de recuperacion 1/10 en agua destilada.
Programacion del PT LINK: se introducen las muestras y se calienta hasta
97°, se incuban durante 15 minutos, y se dejan enfriar un rato en dicha

solucion

Los portas se colocan posteriormente con el buffer durante 5 minutos previos

a la tincion.

3. PROTOCOLO DE TINCION: Se cargan en el sistema automatizado Dako

Autostainer Plus y se incuban con el anticuerpo de la solucion; nombres de

los reactivos:

* Bloqueante de la peroxidasa........ DS PEROXIDASA............ 5 min
* Anticuerpos primarios .................. CINtec PLUS ............... 30 min
* Polimero HRP ... DSHRP ............... 15 min
* Polimero AP ... DSAP ...l 15 min
* DAB (lgota/lml)..................... DSDAB .................. 10 min
e FASTRED (I gota/I ml.) .... ......... DS FASTRED ............ 15 min
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e  Hematoxilina sin alcohol ..., 5 min

4. MONTAIJE (procedimiento de montaje en dos pasos, para evitar que se

destifia el cromogeno Fast Red):

* Cubreobjetos liquido: Los portas se dejan secar al aire, con 40
microlitros (1-2 gotas) de CINtec® PLUS mount (con alcohol), sin poner

cubre a la preparacion, hasta el dia siguiente

e Cubreobjetos de cristal o film: Una vez que se han secado
(preferiblemente tras toda la noche), incubar 5-10 min. en xilol nuevo y

montar con medio de montaje permanente.

B. CONTROLES DE CALIDAD DEL PROCEDIMIENTO

* Control positivo (figuras 35 y 36): portaobjetos SurePath® de muestra

con un resultado de citologia Pap confirmado como HSIL

A

Figura 35y 36 . Controles positivos de la técnica dual

i
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* Control negativo (figuras 37 y 38): portaobjetos SurePath® de muestra
con un resultado de citologia Pap confirmado como “negativo para

malignidad”

Figura 37y 38. Controles negativos de la técnica dual

C. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:

Los portas tefiidos se analizaron por tres patdlogos con dedicacion parcial a la
citologia cervicovaginal (ATC, IOR, EIL).

Los portas fueron interpretados como POSITIVO o NEGATIVO para CINtec
PLUS conforme a atlas y guias del producto: en presencia de displasia de alto grado
subyacente, una o mas células se tefiiran de rojo en el nucleo y de marrén en el
citoplasma (figura 39). Con esta doble tincion, la positividad también nuclear para p16

queda oscurecida por el rojo intenso que marca el Ki-67.
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"

Figura 39. Célula positiva para la tincion dual p16/ki-67

La presencia de una o mas células cervicales epiteliales con la presencia de
ambas tinciones (la inmunotincion marrén citoplasmatica y la inmunotincién roja del
nucleo dentro de la misma célula) se interpreta como un resultado positivo del test

CINtec® PLUS.

Si no se detectan células cervicales epiteliales con la presencia de ambas, la
inmunotincién marrdn citoplasmatica y la inmunotincion roja del ntcleo, se interpreta
con un resultado negativo del test CINtec® PLUS.

La presencia de células cervicales epiteliales que muestren inmunorreactividad a
tan s6lo uno de los dos marcadores (como por ejemplo so6lo la tincion marrén por pl6 o
solo la tincion roja por ki-67) no se consideraran un resultado positivo del test; incluso
si ambos tipos de cé€lulas cervicales que muestran una inmunorreactividad se encuentran
en la misma muestra citologica.

Si se detectaran células con indicacion de discariosis severa que no presenten la
tincion de ambos marcadores, pl16 y ki-67, los criterios morfologicos de interpretacion

no se deben de ignorar.
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D. EQUIPO NECESARIO ADICIONAL.:

*  Microscopio (aumento de 10-40x)

* Contenedores de tincion resistentes al calor (pléstico)

* Probetas graduadas

* Botella de lavado (para rellenar con el tampdn de lavado)

* Crondmetro (capaz de medir intervalos de 30 segundos-60 minutos)

* Bafio con tapa (capaz de mantener la solucion de recuperacion del
epitopo a una temperatura de 95-99° C)

*  Termoémetro
En las 40 pacientes con mas de un estudio con CINtec PLUS, y tras comprobar

los resultados, se selecciona SOLO un resultado por paciente, quedando el espacio

muestral (fabla 6):

Tabla 6. Resultados de técnica dual segun resultado citologico

p16/ki67
RESULTADO
. TOTAL
CITOLOGICO | POSITIVO NEGATIVO NO VALORABLE
ASC 24 87 1 112
LSIL 121 69 4 194
144 157 5 306
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I1L.3. 2° OBJETIVO: Comparar ratio de
positividad entre la técnica dual plé6/ki-67 y la
determinacion VPH-AR. para detectar lesiones CIN2+

II1.3.1. Pacientes incluidas en el estudio

Para esta parte del estudio, de las 306 pacientes totales, se seleccionaron
unicamente aquellas que tenian estudio citologico con técnica dual p16/ki-67 y ademas

determinacion de VPH-AR. Fueron un total de 146 pacientes (figura 40).

DETERMINACION VPH-AR

= VPH-AR

“no VPH-AR

No ADN viral

Figura 40. Resultados de la determinacion de VPH-AR en las 146 pacientes

La edad media de las pacientes a las que se les realizé la determinacién de VPH fue

de 38,5+ 9,4 afos (rango 25,65).
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II1.3.2. Deteccion de ADN viral

La deteccion de VPH de alto riesgo se realizé mediante la técnica de captura hibrida
(HC2 High-Risk HPV DNA Test®, Qiagen GMbH, Hilden, Germany) y/o el
genotipado mediante el método PCR microarray (CLART® HPV2, Genomica, Madrid,
Spain). La realizacion de estas técnicas de biologia molecular se llevo a cabo en la

Unidad de Virologia del HCUVA.

La toma de muestra, que se envia directamente a la unidad de Virologia desde la
consulta de ginecologia, se recogid mediante cepillo cervical DNAPap® en el medio de

transporte (Digene cervical sampler®).

» La primera determinacion que se realiza es la deteccion de ADN de VPH

mediante captura de hibridos, que es un ensayo de hibridacion de acidos

nucleicos con amplificacion de la sefial y deteccion por
quimioluminiscencia. Las muestras que contienen el ADN diana se
hibridan con una sonda ARN especifica del VPH. Los hibridos de ADN-
ARN resultantes se capturan en la superficie de los pocillos de una
microplaca, recubiertos con anticuerpos especificos para los hibridos
ADN-ARN. A continuacion, los hibridos inmovilizados reaccionan con
anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina, y se detectan mediante un
sustrato quimioluminiscente. A medida que la fosfatasa alcalina unida
degrada el sustrato se emite luz , que se mide en unidades relativas de luz
(URL) en un luminémetro. Cuando ese valor alcanza un minimo
(RLU/CO> 1,0) dicha muestra SE CONSIDERARA POSITIVA PARA
ALGUNO DE LOS SIGUIENTES TIPOS DE VPH DE ALTO GRADO
QUE SE DETECTAN MEDIANTE ESTA  TECNICA
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68).
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La intensidad de la luz emitida indica la presencia o ausencia del ADN

diana en la muestra (figura 41)

Figura 41. Descripcion de la técnica de captura hibrida

SOLO con un resultado positivo en la técnica de captura de hibridos se
procede a una lisis-extraccion de ADN (VER METODO DE
EXTRACCION MANUAL DE ADN EN EL SIGUIENTE PUNTO: 3°
OBJETIVO) a partir del mismo medio de transporte con la muestra de

exudado cervical, para Amplificacion del ADN mediante PCR
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microarray, que DETECTA DE FORMA ESPECIFICA HASTA 35
TIPOS DE VPH DE ALTO Y BAJO RIESGO:
* Incluye 20 sondas de VPH de alto riesgo: 16, 18, 26, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73, 82 y 85

* Y 15 sondas de VPH de bajo riesgo: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61,
62,71,72,81, 83,84y 89

Después de extraer el ADN y de amplificarlo mediante PCR se procede a

la visualizacion del producto amplificado en CLART-CS®.

La lectura de los resultados se basa en una matriz de puntos que se forma
al precipitar sobre un microarray de sondas de ADN viral una sustancia

coloreada e insoluble.
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111.4. 3?2 OBJETIVO: Ver si existe relacion entre
la técnica dual pl16/ki67 con los distintos genotipos virales de
alto riesgo, en los casos confirmados histologicamente como

CIN2+.

111.4.1. Diseiio del estudio

A solo la mitad de las pacientes de nuestro estudio (153) se les realizo biopsia,
que fueron fijadas en formol tamponado e incluidas en parafina. De esas, 57 fueron

diagnosticadas en biopsia de CIN2+.

Todas las biopsias correspondian a CIN2 y CIN3, sin casos de carcinoma

€5Camoso.

La edad media de estas mujeres fue de 37,26 £ 9,5 afios (rango 25,59).

[I1.4.1.1. CONSIDERACIONES PREVIAS QUE SE SIGUIERON
ANTES DE LA OBTENCION DE SECCIONES DE TEJIDO
PARAFINADO PARA EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS:

Para el manejo de las muestras hay una serie de normas que se deben cumplir:

o El personal técnico debe de estar adiestrado para la obtencion de este
tipo de muestras .

o Las muestras deben ser perfectamente seleccionadas por el responsable
previa solicitud.

o Las solicitudes deben de ser registradas en el software del centro.
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Para ello nosotros adoptamos que dicha obtencién de muestras de TEP se llevara
a cabo siempre por la misma Técnico Especialista en Anatomia Patologica (TEAP),

después de que se hubiera seleccionado el corte adecuado con lesion CIN2+.

111.4.1.2. MATERIALES:
*  Micrétomo (Microm HM340E).
* Cuchillas desechables (MX35 Ultra-34°/80mm).
* Tubos de 1.5 ml estériles de polipropileno con tapa incorporada y fondo
conico.
* QGradillas para los tubos.
* Etiquetas adecuadas para los tubos de 1.5 ml.
* Pinzas de pléstico o metalicas, estériles.
* Contenedor para reactivo tipo spray.
* Guantes de un solo uso.
e (Caja transportadora de tubos de 1.5 ml.
* Papel secante.
* Etanol Absoluto (CH3CH20OH- Panreac).
* Isopropanol o 2Propanol (CH3CHOhCH3- Panreac)
* Agua Destilada.

* Registro en el software de gestion "Patwin" de anatomia patologica.

I11.4.1.3. DESARROLLO:

A. PROCEDIMIENTO: OBTENCION DE SECCIONES DE PARAFINA

1. La obtencion de las secciones debe de realizarse en un micrétomo
completamente libre de restos de parafina de secciones anteriores.
2. Preparar disolucién al 50%, de isopropanol al 50% y etanol al 70%.

Pulverizar con esta disolucion el microtomo, deshumedecer y dejar evaporar los
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restos de la disolucion, igualmente realizar lo mismo con los guantes que se
estan utilizando.

3. Insertar cuchilla de un solo uso en el micrétomo.

4. Realizar de 5 a 10 secciones de un bloque de parafina, entre 5 um y 10
um, dependiendo de la cantidad de TEP que se quiera obtener.

5. Con una cuchilla nueva se intenta quitar la mayor cantidad de parafina de
alrededor de la muestra de tejido, ya que la parafina puede degradar el ADN de
la muestra

6. Recoger las secciones con unas pinzas e introducirlas en los tubos de 1.5
ml, perfectamente etiquetados; cerrar el recipiente evitando tocar la parte interna
de la tapa.

7. Repetir desde el punto 1 hasta el 6, por cada bloque de TEP.

A partir de este primer proceso que se lleva a cabo en el Servicio de
Anatomia Patoldgica los tubitos, debidamente identificados y localizados por
codigos de barras (sistema informatico), se envian a la unidad de virologia donde
se le aplica un protocolo estandarizado para la extraccion adecuada de acidos

nucleicos, a partir del material de cada bloque.

B. PROCEDIMIENTO: EXTRACCION MANUAL DEL ADN DE VPH

* En el tubo estéril de microcentrifuga de 1,5 ml, con las 5-10 secciones de
tejido parafinado, se anade 180ul de Solucion T1

* Tras machacar el tejido con la punta de la pipeta, mezclar en el vortex para
facilitar la lisis.

* Afnadir 25pl de la solucion de Proteinasa K, mezclar en vortex e incubar a
56°C toda la noche (al ser muestras en parafina), en un bafio o un

Termomixer con agitacion, hasta que la muestra esté totalmente lisada. Para
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acelerar esta lisis, se recomienda agitar las muestras en un vortex cada 15
minutos

* Una vez lisada la muestra, afiadir 200 pl de solucion B3 a cada muestra.
Mezclar en vortex e incubar a 70°C durante 10 min.

* Anadir 210 pl de etanol 96% a cada muestra y agitar en vortex
inmediatamente

* Preparar una columna de purificacion por muestra y colocarla en un tubo de
recogida de 2 ml. Afiadir la muestra y centrifugar durante 1 minuto a 12.000
r.p.m. Si el liquido no ha atravesado completamente la membrana, repetir la
centrifugacion. Descartar el fluido filtrado y el tubo de recogida de 2 ml.

* Colocar la columna en otro tubo colector y afiadir 500ul de la Solucion BW
a la columna. Centrifugar a 12000 r.p.m. durante 1 min. Descartar el fluido
filtrado y el tubo colector.

* Colocar la columna en otro tubo colector y afiadir 600 pl de Solucion B5 a la
columna. Centrifugar a 12000 r.p.m. durante 1 min. Descartar el fluido
filtrado

* Reinsertar la columna en el tubo de recogida. Centrifugar a 12000 r.p.m.

durante 1 min para eliminar cualquier resto de la solucion B5

*Nota: El etanol residual que pueda quedar de la Solucién B5 inhibe
reacciones enzimaticas, por lo que se debe eliminar completamente

mediante esta centrifugacion.

* Colocar la columna en un tubo limpio de microcentrifuga de 1,5 ml. Eluir el
ADN con 100ul de la Soluciéon BE (previamente calentada a 70°C). Incubar
esta solucion caliente en la columna a temperatura ambiente durante 1 min.
Centrifugar a 12000 r.p.m. durante 1 min.

* Recuperar el filtrado (aproximadamente 100) en el tubo de microcentrifuga a
1,5 ml. Utilizar 5 para la reacciéon de amplificacion y guardar el resto a -

20°C.
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CLART® PAPILLOMAVIRUS HUMANO 2 GENOTIPADO DE
PAPILLOMAVIRUS HUMANO MEDIANTE IDENTIFICACION
GENOMICA PARA DIAGNOSTICO IN VITRO

Posteriormente, tras la extraccion de acidos nucleicos se pasa a la deteccion y
genotipado del VPH con el sistema CLART Human Papillomavirus 2
(Genomica, Madrid, Spain)

La deteccion se lleva a cabo mediante la amplificacion de un fragmento
de unos 450 pares de base dentro de la region L1 del virus por tratarse de una
secuencia que estd altamente conservada entre los distintos tipos de VPH. Sin
embargo, esta regidon presenta suficientes variaciones como para poder
diferenciar cada tipo de virus con sondas especificas. De esta manera, se asegura

la especificidad de la deteccion.

Para ello se usa “primers” de consenso (fabla 42) dirigidos contra esa

region L1 del virus.

La reaccion se lleva a cabo en una serie de ciclos cada uno de los cuales

incluye tres pasos (figura 43):

. DESNATURALIZACION: para que comience la reaccion es necesario que el
ADN molde se encuentre en forma de cadena sencilla. Esto se consigue
aplicando temperaturas de 90° a 95° 10 minutos que producen la rotura de los
puentes de hidrogeno intercatenarios y por lo tanto la separacion de ambas
cadenas. Para conseguir la completa separacion de las hebras en toda la muestra

debe mantener esta temperatura unos minutos (5 minutos mas). Si el ADN soélo
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se desnaturaliza parcialmente éste tendera a renaturalizarse rapidamente,

evitando asi una eficiente hibridacion de los primers y una posterior extension.

2. HIBRIDACION: esta fase se denomina también fase de “annealing” o de
emparejamiento. Una vez que el ADN estd desnaturalizado se disminuye la
temperatura hasta un rango comprendido entre los 40° y 60° para que se pueda
producir la union de los primers a las secuencias flanqueantes del fragmento que
se va a amplificar. La temperatura de fusion o “annealing” depende de varios
factores y es relativamente especifica para cada primer. La longitud de los
primers y la secuencia son criticas en la designacion de los parametros de la
amplificacion. Los primers que usan estan marcados con biotina y son
PGMY09/11 (T* de hibridacion: 55°C), que amplifica un fragmento de 450
pares de bases dentro de la region L1 de la capside del VPH
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Primer Secuencia (5’-3’) Pares de bases | Target

MY09/11 (MY09)CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC 450 L1

(MY11)GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG
(PGMY11)A GCA CAG GGA CAT AAC AATGG 450 1
(PGMY11B)GCG CAG GGC CAC AAT AAT GG _
(PGMY11C )GCA CAG GGA CAT AAT AAT GG
(PGMY11D)GCC CAG GGC CAC AAC AAT GG
(PGMY11E)GCT CAG GGT TTA AAC AAT GG
(PGMY09F)CGT CCC AAA GGA AACTGATC
(PGMY09G)CGA CCT AAA GGA AACTGATC
(PGMY09H)CGT CCA AAA GGA AACTGATC
(PGMY09Ia)G CCA AGG GGA AACTGATC
(PGMY09])CGT CCC AAAGGATACTGATC
(PGMY09K)CGT CCA AGG GGATACTGATC
(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

PGMY0Y/
11

PGMYO09L)CGA CCT AAA GGG AATTGA TC
PGMY09M)CGA CCT AGT GGA AATTGA TC
PGMY09N)CGA CCA AGG GGA TATTGA TC
PGMY09Pa)G CCC AAC GGA AACTGATC
PGMY09Q)CGA CCC AAG GGA AACTGGTC
PGMY09R)CGT CCT AAA GGA AACTGGTC
HMBO01b) GCG ACC CAA TGC AAATTGGT
GP5)TTT GTT ACT GTG GTA GAT AC 140-150 L1
GP6) TGA TTT ACA GTTTATTTITTC
GP5+)TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC 160 ElL
(GP6+)GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT
&

GP5/6

GP5+/ 6+

Figura 42. Algunos oligonucledtidos usados como primers para PCR de VPH
(modificado de 103)

3. EXTENSION: durante este paso la Taq polimerasa incorpora nucledtidos en el
extremo 3’ del primer utilizando como molde la cadena de ADN previamente
desnaturalizada. La temperatura a la que se lleva a cabo suele ser de 72°C ya que

es la temperatura a la que la Taq polimerasa alcanza la maxima actividad.
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Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

“WORRWRARWAUNWARRNURRROWANWARUAOUAR  1- Desnaturalizacion

94°C-96°C

2- Hibridacion
55°C-70°C

3- Extension
72°C

NI ARINE  SHSRRNTIRARNRHIIES  ENSSIRRRIREEI AR AR RS
Tt N ST

Figura 43. Esquema de las tres fases de la PCR (modificado de 184)

La deteccion del producto amplificado por PCR se lleva a cabo mediante
una plataforma tecnoldgica basada en microarrays de baja densidad: CLART-
CS® (Clinical Array Technology). La plataforma se fundamenta en un principio
muy sencillo pero a la vez muy comodo y eficaz: las sondas, inmovilizadas
sobre la superficie, capturan sus productos amplificados marcados con biotina. A
través de la biotina, se une el conjugado (estretavidina-HRP. El sustrato o-
dianisidina por la accién de la HRP, produce un precipitado sobre la zona en la

que se produce la hibridacion.

La lectura automatizada de los resultados se basa en una matriz de puntos
que se forma al precipitar sobre un microarray de sondas de ADN viral una

sustancia insoluble y coloreada.

CLART HPV2® detecta la presencia de los 35 virus de VPH (6, 11, 16,
18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 62, 66,
68, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 85 y 89) con mayor importancia clinica, en
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distintos tipos de muestras humanas (frotis, suspensiones celulares y tejido fijado

en formol e incluido en parafina).

La clasificacion del riesgo oncogénico de esta técnica (tabla 7) esta

basada en Dunne y col, 2007 (185)

Tabla 7. Clasificacion riesgo oncogénico segun Dunne et al. (2007)(185)
TIPO | RIESGO ONCOGENICO* | TIPO | RIESGO ONCOGENICO*

VPH 6 Bajo Riesgo VPH 56 Alto Riesgo
VPH 11 Bajo Riesgo VPH 58 Alto Riesgo
VPH 16 Alto Riesgo VPH 59 Alto Riesgo
VPH 18 Alto Riesgo VPH 61 Bajo Riesgo
VPH 26 Alto Riesgo VPH 62 Bajo Riesgo
VPH 31 Alto Riesgo VPH 66 Alto Riesgo
VPH 33 Alto Riesgo VPH 68 Alto Riesgo
VPH 35 Alto Riesgo VPH 70 Alto Riesgo
VPH 39 Alto Riesgo VPH 71 Bajo Riesgo
VPH 40 Bajo Riesgo VPH 72 Bajo Riesgo
VPH 42 Bajo Riesgo VPH 73 Alto Riesgo
VPH 43 Bajo Riesgo VPH 81 Bajo Riesgo
VPH 44 Bajo Riesgo VPH 82 Alto Riesgo
VPH 45 Alto Riesgo VPH 83 Bajo Riesgo
VPH 51 Alto Riesgo VPH 84 Bajo Riesgo
VPH 52 Alto Riesgo VPH 85 Alto Riesgo
VPH 53 Alto Riesgo VPH 89 Bajo Riesgo
VPH 54 Bajo Riesgo
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Tabla 8. Numero de pacientes y muestras incluidas en cada uno de los estudios

realizados en el presente trabajo

Estudio realizado

N° pacientes /

n°® determinaciones

VPH / n° biopsias

Seleccion de pacientes o

muestras

1.- Comprobar si la tincion dual
con biomarcadores pl6INK4a y

Ki-67 que se expresan en las

Pacientes en

por ASCUS-LSIL (inicial o

seguimiento

postconizaciones con Virus

células de las citologias 306/153 de control negativo)

diagnosticadas de ASCUS y LSIL

se asocia con lesion CIN2+

subyacente, actual o en proximas

revisiones.

2.- Comparar ratio de positividad Citologias CV en medio

entre CINtec PLUS y liquido con alteraciones

determinacionVPH-AR., para 146 citologicas de ASCUS ¢

detectar lesiones CIN2+ LSIL, con determinacion de
VPH AR

3.- Ver si existe relacion entre la

técnica dual pl6/ki67 con los

distintos genotipos virales de alto 57 Biopsias confirmadas para

riesgo, en los casos confirmados

histolégicamente como CIN2+.

CIN-II 6 CIN-III
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I11.5. Analisis estadistico de los casos

Para el analisis general de las variables se han empleado los métodos
descriptivos basicos para las variables cualitativas obteniendo el nimero de casos
presentes en cada categoria y el porcentaje correspondiente y para las variables
cuantitativas hemos obtenido el maximo, minimo, media y desviacion tipica (la edad,
expresada en su media, desviacion estandar y rango).

En las tablas de contingencia se obtuvo la frecuencia y el porcentaje de casos
que presentan las dos caracteristicas de forma conjunta. Para conocer si entre las dos
variables hay o no dependencia hemos realizado la prueba Chi-cuadrado, obteniendo en
los casos de dependencia la Odds ratio y realizando las comparaciones de proporciones
de columna. Para evaluar la relacién entre el resultado de las pruebas diagndsticas
teniendo en cuenta el posible efecto de la edad, se ha empleado el método de Cochran-
Mantel-Haenszel que permite estimar el OR ajustando por el efecto de la variable de
confusion edad.

Se calcularon los indices de validez diagnostica (sensibilidad, especificidad y
valores predictivos) con sus intervalos de confianza al 95%. La prueba de McNemar se
empled para comparar la sensibilidad y especificidad entre CINtec PLUS y VPH. El
grado de concordancia se calculé mediante el indice de kappa (181).

El andlisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS 21.0 para Windows. Las

diferencias consideradas estadisticamente significativas son aquellas cuya p<0.05.
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* Distribucion de los diagnosticos citolégicos en el periodo de tiempo

estudiado

Durante el periodo Marzo-2012 y Marzo-2014 se remitieron en nuestro servicio
de Anatomia Patolégica 29.336 muestras de citologia cervicovaginal. En la tabla 9 se

puede ver el porcentaje de los distintos diagnosticos, segun Bethesda 2001.

Tabla 9. Distribucion de las muestras segun resultado citologico

Resultado citologico n %

Normal 27.958 95,3%
ASC-US 408 1,3%
ASC-H 51 0,2%

LSIL 554 1,9%

HSIL 175 0,6%

ACG 57 0,2%
Carcinoma-ADC 8 0,03%
N/A 125 0,5%

Total 29.336 100%

De ellas, algo mas del 70% fueron remitidas como citologia de triple toma, y

casi el 30% como citologia en medio liquido (8.676 muestras citoldgicas) (tabla 10).

Citologias anormales (ASC+): 4,23%
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Tabla 10. Distribucion de las muestras en T.T. o C.L.

Resultado
citologico T.T. % C.L. %
Normal 20.061 97 7897 91
ASC-US 199 1 209 2,5
ASC-H 21 0,1 30 0,3
LSIL 214 1 340 3.9
HSIL 57 0,3 118 1,3
AGC 11 0,05 46 0,5
Carcinoma-ADC

2 0,01 6 0,07
N/A 95 0,4 30 0,3
Total 20660 70,4% 8676 29,6%

* Estudios inmunocitoquimicos realizados con técnica dual p16/ki67:

De los 239 ASC (ASCUS +ASC-H) sdlo se seleccionaron 127 estudios en base a

los siguientes criterios (fabla 11):

De los 340 LSIL solo se seleccionaron 222 estudios en base a los siguientes

criterios (figura 44):

Tabla 11. Criterios de seleccion de las pacientes en el estudio

* Mujeres mayores de 25 afos
* Diagnostico citologico de LSIL o ASC (segun BETHESDA 2001)

*  Muestras tnicamente en medio liquido (Surepath®)
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400
350
300 18
250 -
200 +—
150 +——
100

50

112 NO REALIZADA

" REALIZADA

ASCUS LSIL

Figura 44. Diagnosticos citologicos (n) ASC y LSIL a los que se les realiza la técnica
dual p16/ki67

Se realizaron 349 estudios inmunocitoquimicos con técnica dual p16/ki67 sobre

un total de 306 pacientes.

En 40 pacientes de los 306 se realizO mas de un estudio con técnica dual
pl6/ki67:

- En 23 de ellos por diagnostico de LSIL con dual+ que no se siguen de actuacion
clinica como toma de biopsia

- En 7 de ellos también con diagnostico de LSIL con dual -, para confirmar dicha
negatividad

- En 5 casos de ASC con dual+ porque tampoco se siguen de actitud clinica
inmediata

- Enlos ultimos 5 casos de ASC con dual-, por confirmar la negatividad.
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111 ASC
306 pacientes

195 LSIL

Figura 45. Seleccion final de diagnosticos citologicos en los

306 pacientes

e FEstudios de VPH realizados:

Se realizaron un total de 146 determinaciones de VPH-AR con la técnica de captura
de hibridos, siendo la detecciéon de VPH-AR positiva en 100 pacientes (68,5%) y
negativa en 39 (26,7%). En 7 de las pacientes no se lleg6 a detectar VPH ni de AR ni de
BR o0 no se detectdé ADN (4,8%) (figura 46).

“ RESULTADOS VPH(%)

VPH-AR VPH no AR ni AR ni BR

Figura 46. % de estudios VPH realizados
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De los 146 estudios de VPH, 53 correspondian a ASC (36,3%) y 93 a LSIL
(63,7%).

N= 146
ASC =53 LSIL =93
VPH-AR | VPH-AR pos VPH-AR | | VPH-AR
neg = 27 =26 neg = 19 pos = 74

De los 100 estudios positivos para VPH-AR., 74 pacientes con diagnostico de

LSIL resultaron positivos para HPV-AR (74%), y 26 pacientes con diagndstico de ASC
resultaron positivos (26%), lo que indica que la prevalencia del HPV-AR aumenta con

el grado de la lesion citologica (asociacion estadisticamente significativa con

p<0,0001).
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1.- OBJETIVO PRINCIPAL: Comprobar si la
tincion dual p16/ki67 que se expresa en las células de las
citologias ASC-LSIL se asocia con lesion CIN2+

subyacente

La edad media de las 306 pacientes a las que se les realizd la técnica dual

pl6/ki67 fue de 39,8 £ 10,4 afios (rango 25,83).

La mayoria de las pacientes (245 pacientes, 80%) eran mayores o igual a 30

afios. El resto, 61 pacientes (20%) menores de 30 afios.

De las 306 pacientes, 111 mostraban cambios citoldégicos de ASC y las 195

restantes cambios de LSIL.

IV.1.1.Relacion entre técnica dual-resultado citologico:

En la tabla 12 y en la figura 47, podemos observar que el 78,2% de las pacientes
con citologia ASC dieron negativo en la tincion dual frente un 37,9% de las pacientes
con citologia LSIL. Por otra parte, el 21,8% de las pacientes con citologia ASC dieron
positivo en la tincion dual frente a un 62,1% de las pacientes con citologia LSIL. La

prueba Chi-cuadrado evidencia que los resultados son estadisticamente significativos

[x12=45,36,p<0,001], con lo que podemos afirmar que el porcentaje de positivos en la

tincidon dual es mayor en pacientes con citologia LSIL que en las pacientes con citologia

ASC.
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Tabla 12. Tabla de contingencia Tincion dual vs Citologia.

Citologia n(%)
Tincion dual LSIL ASC Total
Positivo 118, (62,1) 24, (21,8) 142 (47,3)
Negativo 72.(37,9) 86y, (78,2) 158 (52,7)
Total 190 (100,0) 110 (100,0) | 300 (100,0)

Chi-cuadrado de Pearson: Valor=45,36; gl=1; p<0,001

a,b. Comparacion proporciones de columna. Cada letra de
subindice indica un subconjunto de Citologia categorias
cuyas  proporciones de columna no  difieren
significativamente entre si en el nivel 0,05.

Figura 47. Ratio de positividad de la tincion dual p16/ki67 segun resultado citologico

90

80
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60

50
" DUAL +

DUAL -

40 78,2

30
20 379

10

ASC LSIL

En la tabla 13, observamos la estimacion del riesgo. Como podemos observar, el
hecho de que ningun intervalo de confianza en torno a las dos razones de riesgo y al
odds ratio incluya el valor 1, nos indica que el riesgo de dar positivo en la tincion dual

entre las pacientes LSIL es significativamente superior al de las pacientes ASC.
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La razon entre la proporcion de pacientes positivos en tincion dual en la muestra
de LSIL y la correspondiente a los ASC es de 2,85 pudiéndose afirmar que la
proporciéon de positivos entre los LSIL es 2,85 veces mayor que la misma proporcion
entre los ASC.

La razon entre la proporcion de pacientes negativos en tincion dual en la muestra
de LSIL y la correspondiente a ASC es de 0,48, con lo que el riesgo de dar negativo
entre los LSIL equivale a 0,48 veces el riesgo de dar negativo entre los ASC, es decir, el
riesgo de dar negativo entre los LSIL es inferior a la mitad del mismo riesgo en los
ASC.

Respecto a la razén de ventajas u odds ratio, podemos afirmar que la odds
(ventaja) de dar positivo en la tincion dual entre los LSIL es 5,87 veces mayor que la

misma odds entre los ASC.

Tabla 13. Odss ratio y Riesgo Relativo.

Valor (ICos,)
OR (LSIL / ASC)* 5,87 (3,43 - 10,07)
RR Tincién dual = Positivo 2,85 (1,96 - 4,12)
RR Tincién dual = Negativo 0,48 (0,39 - 0,60)

OR: Odds Ratio. RR=Riesgo relativo. ICys¢,= Intervalo confianza al 95%
* Grupo referencia: pacientes con Tincion dual=Positivo

Para evaluar la relacion entre el resultado de la citologia y la tincion dual
teniendo en cuenta el posible efecto de la edad, empleamos el método de Cochran-
Mantel-Haenszel que permite estimar el OR ajustando por el efecto de la variable de

confusion edad.

En la tabla 14, podemos observar que el 72,7% de las pacientes <30 afios con
citologia ASC dieron negativo en la tincion dual, similar al 78,8% de las pacientes >30
afios, lo cual significa que no hay diferencias significativas en el nivel 0,05 con respecto

a la edad de la mujer.
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Del mismo modo, podemos también observar en la figura 48 que tanto el 32,7%
de las mujeres menores de 30 afios con citologia LSIL como el 39,7% de las mayores o
igual a 30 afos son negativas para la técnica dual, por lo que tampoco hay diferencias
significativas para este diagndstico citologico, en el nivel 0,05 con respecto a la edad de
la paciente.

En uno y otro grupo se sigue manteniendo, independientemente de la edad,
diferencias estadisticamente significativas (como evidencia la prueba Chi-cuadrado)
entre las pacientes con citologia ASC y las pacientes con citologia LSIL, tanto en las
mujeres >30 afos [x12=36,01;p<0,001], como en las mujeres <30 afios
[x12=6,01;p=0,014]. Por tanto podemos afirmar que el porcentaje de positivos en la
tincion dual es mayor en pacientes con citologia LSIL que en las pacientes con citologia

ASC. Y no depende, por tanto, de la edad de la paciente.

Tabla 14. Tabla de contingencia Tincion dual vs Citologia por grupos de edad.

Citologia n(%)
Edad Tincion dual LSIL ASC Total
<30 anos (1) Positivo 33,(67,3) | 3, (27,3) 36 (60,0)
Negativo 16, (32,7) | 8,(72,7) 24 (40,0)
Total | 49 (100) 11 (100) 60 (100)
> 30 anos (2) Positivo 85,(60,3) | 21,(21,2) 106 (44,2)
Negativo 56,(39,7) | 78, (78,8) 134 (55,8)
Total | 141 (100) | 99 (100) 240 (100)

(1) Chi-cuadrado de Pearson: Valor=6,01; gl=1; p=0,014

(2) Chi-cuadrado de Pearson: Valor=36,01; gl=1; p<0,001

a,b. Comparacion proporciones de columna. Cada letra de
subindice indica un subconjunto de Citologia categorias cuyas
proporciones de columna no difieren significativamente entre si
en el nivel 0,05.
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Figura 48 . Ratio de positividad de la tincion dual segun edad y resultado citologico

En la tabla 15, se observa que los resultados en términos de Razén de Odds, son
muy similares entre los dos estratos OR<30 anos=5,50 y OR>30 anos=5,64, donde el riesgo
de dar positivo en la tincién dual entre los LSIL es mas de 5 veces mayor que entre los
ASC. La prueba de homogeneidad de Breslow-Day permite comparar estadisticamente
st las OR por estratos son iguales (Ho:OR<30 anos=OR>30 aios). En este caso, la prueba de
homogeneidad nos permite concluir que hay evidencias suficientes para no rechazar la
hipotesis nula [x12=0,001;p=0,975] por lo que, la variable edad no modifica el
resultado en tincion dual entre LSIL y ASC.

El resultado sin tener en cuenta la variable edad (ORcn4.=5,87), no varia
sustancialmente del resultado ajustando por dicha variable a través del método de
Mantel- Haenszel (OR<3 afios - 30 afios =9,62).

Dado que el método de Mantel-Haenszel proporciona una estimacion insesgada
de la OR de la poblacion de referencia, podemos cuantificar la magnitud del sesgo entre
las dos estimaciones en términos porcentuales. Desde el punto de vista estadistico, se
considera como variable confusora, aquella variable que produce un sesgo de confusion

(al comparar OR<30 afios - 230 afios VS. ORcruda) superior al 10%.
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((ORcruda / OR <30 atios - 30 aitos)-1)¥ 100% = ((5,87/5,62)-1)x100% = 4,45%

El sesgo de confusion debido a la variable edad es de un 4,45%, inferior al limite
establecido y considerando la variable edad no modificadora del resultado en tincion

dual entre LSIL y ASC.

Tabla 15. Odss ratio y Riesgo Relativo por grupos edad.

Valor (ICys0,)

Edad
<30 afios

OR (LSIL / ASCUS)* 5,50 (1,28 — 23,57)

RR Tincidén dual = Positivo 2,47 (0,92 — 6,61)

RR Tincion dual = Negativo 0,45 (0,26 — 0,77)
> 30 afios

OR (LSIL / ASCUS)* 5,64 (3,13 - 10,15)

RR Tincidén dual = Positivo 2,84 (1,90 — 4,25)

RR Tincién dual = Negativo 0,50 (0,40 — 0,63)
Comun de Mantel-Haenszel

OR (LSIL / ASCUS)* 5,62 (3,26 — 9,69)

OR: Odds Ratio. RR=Riesgo relativo. ICys.,= Intervalo confianza al 95%
*Grupo referencia: pacientes con Tincién dual=Positivo
Breslow-Day: x12=0,001;p=0,975

Mantel-Haenszel: 12=40,2;p<0,001
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IV.1.2.Relacién entre la técnica dual y el resultado histologico. Evaluacion

diagnostica para determinar CIN2+

Para estudiar la posible asociacion de la positividad de la técnica dual con la
lesion histoldgica CIN2+ se seleccionaron, entre las 306 pacientes con determinaciones

inmunohistoquimicas, aquellas con biopsia posterior:
*153 PACIENTES BIOPSIADAS (TOTAL= 306 PACIENTES): 50%

* En 57 pacientes se diagnostico CIN2+ (18,6%)
* En 80 pacientes se diagnostico CIN-1 (26,1%)

* En 16 pacientes no se objetivo displasia (5,2%)
Para estudiar nuestro objetivo, de ahora en adelante agruparemos:

= Jas biopsias sin displasias y las biopsias con CIN-1 en BIOPSIAS
NEGATIVAS.
= Las biopsias CIN2+ como BIOPSIAS POSITIVAS

Figura 49. Diagnosticos histologicos (%) segun resultados ASC/LSIL
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En la figura 49 y en la tabla 16, podemos observar que el 39,3% de las pacientes
con citologia LSIL dieron positivo en la biopsia frente a un 31,7% de las pacientes con
citologia ASC. Por otra parte, el 60,7% de las pacientes con citologia LSIL dieron
negativo en la biopsia frente a un 68,3% de las pacientes con citologia ASC. La prueba

Chi-cuadrado evidencia que los resultados no son estadisticamente significativos

[x12=0,74;p=0,390], por tanto el resultado de la biopsia no depende de la citologia, con

lo que podemos afirmar que el porcentaje de positivos en la biopsia es semejante en

pacientes con citologia LSIL que en las pacientes con citologia ASC.

Tabla 16. Tabla de contingencia Biopsia vs Citologia

Citologia n(%)
Biopsia LSIL ASC Total
Positiva 44, (39,3) 13, (31,7) 57(37,3)
Negativa 68, (60,7) 28, (68,3) 96 (62,7)

Total 112 (100,0) 41 (100,0) | 153 (100,0)
Chi-cuadrado de Pearson: Valor=0,74; gl=1; p=0,390

a.Comparacion proporciones de columna. Cada letra de
subindice indica un subconjunto de Citologia categorias
cuyas proporciones de columna no  difieren
significativamente entre si en el nivel 0,05.

Vemos por tanto que por si solo, el diagndstico citologico ASC/LSIL no sirve

para predecir lesion CIN2+ subyacente (BIOPSIA POSITIVA).

Por eso introducimos la tincion dual pl16/ki67 en el triage de ASC/LSIL para

predecir lesion CIN2+ subyacente, obteniendo los siguientes resultados (fabla 17):
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Tabla 17. Tabla de contingencia Biopsia vs Tincion dual

Biopsia n(%)
Tincion dual Positiva | Negativa Total
Positiva 52 43 95
Negativa 4 52 56
Total 56 95 151

En la figura 50, observamos que el 92,9% de las pacientes con biopsia positiva
dieron positivo en la tincion dual frente un 7,1% de las pacientes con tincion dual
negativa. Por otra parte, el 45,3% de las pacientes con biopsia negativa dieron positivo
en la tincion dual frente un 54,7% de las pacientes con tincion dual negativa. La prueba
Chi-cuadrado evidencia que los resultados son estadisticamente significativos

[x12=34,20;p<0,001], por tanto podemos afirmar que el porcentaje de CIN2+ en la

biopsia es mayor en pacientes con tincion dual positiva que en las pacientes con tincion

dual negativa.

p<0.001
92.9
p<0.001
54.7
45.3
7.1
Biopsia + Biopsia -
== Tincién dual + =3 Tincién dual -

Figura 50. Distribucion de biopsias segun resultado de técnica dual
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La sensibilidad de la técnica dual en citologias ASC-LSIL para detectar lesion

CIN2+ subyacente ha sido del 92,8% (tabla 18).

La especificidad de la técnica dual en citologias ASC-LSIL para descartar lesion

CIN2+ subyacente ha sido del 54,7%.

Tabla 18. Evaluacion diagnostica de Tincion dual para determinar CIN2+

Estadisticos
Sensibilidad
Especificidad
Valor predictivo +
Valor predictivo -

Valor (%) IC95%
92,86 85,2 —100,0
54,74 44,2 — 65,3
54,74 44,2 — 65,3
92,86 85,2 -100,0

IV.1.2.1. Evaluacion diagnéstica de Tincion dual para determinar

CIN2+ por grupos de edad

Tabla 19. Tabla de contingencia Biopsia vs Tincion dual

Edad Tincion
dual
< 30 afios | Positivo
Negativo
Total
> 30 afios | Positivo
Negativo

Total

Biopsia n (%)

Positiva | Negativa
15 11

0 6

15 17

37 32

4 46

41 78

Total

26

32
69

50

119
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* Para mujeres <30 afios:

En la figura 51 podemos observar que el 100% de las pacientes con biopsia positiva
han resultado positivas con la técnica dual, sin casos negativos para la tincion dual
(tabla 19). En las biopsias negativas se ha visto también el mayor n° de técnicas duales

positivas que negativas, con una diferencia estadisticamente significativa para p<0,05

[x12=6,52;p=0,011]

* Para mujeres >30 afios:

En la misma figura 51 observamos que el 90,2% de las pacientes con biopsia
positiva han resultado también positivas con la técnica dual frente al 9,8% de las
pacientes también con biopsia positiva que dieron negativa en la técnica dual. La prueba
Chi-cuadrado evidencia que los resultados son estadisticamente significativos, por tanto
podemos afirmar que en las biopsias positivas es mayor el porcentaje de resultados
positivos, como en las Dbiopsias negativas los resultados negativos

[x12=26,72;p<0,001]

100.0 p<0.001
90.2
p<0.05
p<0.001
64.7 | —|
59.0
41.0
35.3
0.0 9.8
Biopsia + Biopsia - Biopsia + Biopsia -
<30 aiios =30 afios
== Tinciéon dual + ™= Tincion dual -

Figura 51. N°de biopsias (%) segun resultado de la técnica dual
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Tabla 20. Evaluacion diagnostica de Tincion dual para determinar

CIN2+ por grupos de edad.
Edad Estadisticos
< 30 afios Sensibilidad
Especificidad

Valor predictivo +
Valor predictivo -

> 30 anos Sensibilidad
Especificidad

Valor predictivo +
Valor predictivo -

Valor (%)

100
35,29
57,69

100
90,24
58,97
53,62
92,00

1Cos,

96, 7 -100
9,6 -60,9

36,8 -78,6
91,7 -100
79,9 -100
47.4 -70,5
41,1 -66,1
83,5-100

Vemos que la variable edad no modifica el resultado en tincién dual para

determinar CIN2+ (tabla 20).

En la especificidad se ven diferencias significativas con respecto a la edad,

siendo mayor en las mujeres >30 afios.

IV.1.2.2. Evaluacion diagnostica de Tincion dual para determinar

CIN2+, segun diagnostico citologico (ASC 6 LSIL)

Tabla 21. Tabla de contingencia Biopsia vs Tincion dual.

Citologia | Tincion dual

ASC Positivo
Negativo
Total
LSIL Positivo
Negativo
Total

Biopsia n(%)

Positiva | Negativa
9 8

3 20

12 28

43 35

1 32

44 67

Total
17

23

40
78

33

111
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* ASC:

De los 111 casos diagnosticados citoldégicamente como ASC, 24 resultaron
positivos para la técnica dual p16/ki67 y 86 negativos para la misma técnica. S6lo un
caso de ASC fue imposible valorarlo como positivo o negativo, por mala realizacion

de la técnica inmunohistoquimica.

A 40 pacientes se les realizo biopsia (tabla 21):
+ Entre las 12 biopsias positivas para CIN2+ subyacentes a ASC, 9 fueron

positivas para la técnica dual. La sensibilidad de la tincion dual en ASC es de un 75%.

+ Entre las 28 biopsias negativas para CIN2+ subyacentes a ASC, 20 fueron
negativas para la técnica dual. La especificidad de la tincion dual en ASC es de 71,4%

(tabla 22).

En la figura 52 podemos observar que el 75% de las pacientes con biopsia positiva
para CIN2+ dieron positiva la técnica dual frente a un 25% de las pacientes también

con biopsia positiva que dieron negativa en la técnica dual. La prueba Chi-cuadrado
evidencia que los resultados son estadisticamente significativos/y/2=7,41,p=0,006],
con lo que podemos afirmar que el porcentaje de positivos en la tincién dual para ASC

es mayor en los pacientes con lesion CIN2+ que en los pacientes con biopsias negativas

(normales o CIN1).

p<0.001
| —
97.7
p<0.01
| pa— | p<0.01
75.0
71.4
p<0.001
[ —
52.2
47.8
25.0 28.6
2.3
Biopsia + Biopsia - Biopsia + Biopsia -
ASC LSIL
== Tincion dual + ™= Tincidén dual -

Figura 52. N°de biopsias (%) segun técnica dual, para ASC y LSIL
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e LSIL:

De los 195 casos diagnosticados citologicamente como LSIL, 118 resultaron
positivos para la técnica dual p16/ki67 y 72 negativos para la misma técnica. 5 casos
de LSIL fueron imposible de valorar como positivo o negativo, por mala realizacion

de la técnica inmunocitoquimica.

A 111 pacientes se les realiz6 biopsia (tabla 21):
+ Entre las 44 biopsias positivas para CIN2+ subyacentes a LSIL, 43 fueron
positivas para la técnica dual. La sensibilidad de la tincién dual en LSIL fue de un

97,73%.

+ Entre las 67 biopsias negativas para CIN2+ subyacentes a LSIL, 32 fueron
negativas para la técnica dual. La especificidad de la tincion dual en LSIL fue de

47,76% (tabla 22).

En la figura 52 podemos observar que en el 97,7% de las pacientes con biopsia
positiva para CIN2+ la técnica dual fue positiva, frente a un 2,3% de las pacientes
también con biopsia positiva en que fue negativa la técnica dual. La prueba Chi-
cuadrado evidencia que los resultados son estadisticamente significativos

[x12=26,31;p<0,001]. Por tanto podemos afirmar que el porcentaje de positivos en la

tincion dual para LSIL es mayor en los pacientes con lesion CIN2+ que en los pacientes

con biopsias negativas (normales o CIN1).

Tabla 22. Evaluacion diagnostica de Tincion dual para determinar CIN2+ segun
diagnostico citologico.

Citologia Estadisticos Valor (%) 1Cose,
ASC Sensibilidad 75 46,3 -100
Especificidad 71,43 52,9 -89,9
Valor predictivo + 52,94 26,3 -79.,6
Valor predictivo - 86,96 71,0 -100
LSIL Sensibilidad 97,73 92,2 -100
Especificidad 47,76 35,1 -60.,5
Valor predictivo + 55,13 435 -66,8
Valor predictivo - 96,97 89,6 -100
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IV.1.2.3. Evaluacion diagnéstica de Tincion dual para determinar
CIN2+, segun diagnéstico citologico (ASC 6 LSIL), y segin grupo
de edad

Tabla 23. Tabla de contingencia Biopsia vs Tincion dual.

Biopsia n(%)
Edad Citologia | Tincion dual Positiva | Negativa | Total
<30 afios ASC Positivo 1 1
Negativo 1 1
Total 2 2
LSIL Positivo 15 10 25
Negativo 5 5
Total 15 15 30
> 30 anos ASC Positivo 9 7 16
Negativo 3 19 22
Total 12 26 38
LSIL Positivo 28 25 53
Negativo 1 27 28
Total 29 52 81

Puesto que no se han detectado casos en el presente estudio de lesiones CIN2+
con citologia de ASC en menores de 30 afios, no podemos comparar estas lesiones con
lo hallado en las mayores o igual a 30 afos (tabla 23).

Destacar también que todos los casos de CIN2+ con citologia LSIL en las
mujeres menores de 30 afios fueron positivos para la técnica dual.

e LSIL en <30 afios:

En la figura 53, podemos observar que el 100% de las pacientes con biopsia

positiva fueron técnica dual+, y que no hubo casos de técnica dual negativa. La prueba

Chi-cuadrado evidencia que los resultados son estadisticamente significativos

[x12=6,00;p=0,014], por tanto podemos afirmar que el porcentaje de positivos en la

tincion dual es mayor en pacientes con CIN2+ que en las pacientes con biopsias

negativas.
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e LSIL en >30 anos:

En la figura 53, podemos observar que el 96,6% de las pacientes con biopsia

positiva fueron positivos con la técnica dual frente a un 3,4% de pacientes también con

CIN2+ que fueron negativas con la técnica. La prueba Chi-cuadrado evidencia que los

resultados son estadisticamente significativos [y12=19,34;p<0,001], por tanto podemos

afirmar que el porcentaje de positivos en la tincion dual también es mayor en estas

pacientes >30 afios con biopsia CIN2+ que los resultados negativos en tincion dual.

p<0.001
L —
100.0 96.6
p<0.05
 —
66.7 p<0.001
 —
51.9
48.1
33.3
0.0 3.4
Biopsia + Biopsia - Biopsia + Biopsia -
<30 aios =30 aios

=3 Tincién dual + == Tincion dual -

Figura 53. Distribucion de biopsias por edad y citologia LSIL segun

resultado de técnica dual (%).

Tabla 24. Tabla de contingencia Biopsia vs Tincion dual por grupos de edad y por

Edad
<30 anos

> 30 anos

diagnosticos citologicos.

Citologia | Estadisticos Valor (%)

LSIL Sensibilidad 100
Especificidad 33,33
Valor predictivo+ 60
Valor predictivo - 100

LSIL Sensibilidad 96,55
Especificidad 51,92
Valor predictivo+ 52,83
Valor predictivo - 96,43

1Coso,

96,7 - 100
6,1 - 60,5
38,8 - 81,2
90 -100
88,2 -100
37,4 - 66,5
38,4 -67,2
87,8 - 100
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2° OBJETIVO: Comparar tasa de positividad
entre técnica dual pl16/ki-67 y determinaciéon VPH-
AR, para detectar lesiones CIN2+

La muestra para este objetivo secundario consistio en 146 pacientes (de las 306
iniciales del objetivo principal). La edad media de las pacientes a las que se les realizod

la determinacion de VPH fue de 38,5 = 9,4 afios (rango 25,65).
Resultados:

. En 100 pacientes la determinaciéon de VPH fue positiva para alto riesgo
(68,5%)

. En 39 pacientes fue negativa (26,7%).

. En 7 pacientes no se detect6 VPH ni de AR ni de BR (4,8%).

7
39 = VPH-AR
\/ no VPH-AR
ni AR ni BR

Figura 54. Prevalencia de VPH en nuestro estudio (%)
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IV.2.1.Relacion entre determinacion viral VPH-AR y resultado citologico

De las 146 pacientes, 53 se diagnosticaron citolégicamente como ASC y las 93
restantes como LSIL. En 7 no se detect6 ADN viral y/o fue negativo tanto para VPH-

AR como para VPH-BR (1 ASC no valorable y 6 LSIL no valorables).

Tabla 25. Tabla de contingencia VPH-AR vs Citologia.

Citologia n(%)
VPH-AR LSIL ASC Total
Positivo 74, (85,1) | 26, (50,0) | 100 (71,9)
Negativo 13, (14,9) 264 (50,0) 39 (28,1)

Total | 87 (100,0) | 52(100,0) | 139 (100,0)

Chi-cuadrado de Pearson: Valor=19,82; gl=1; p<0,001

a,b. Comparacion proporciones de columna. Cada letra de
subindice indica un subconjunto de Citologia categorias
cuyas  proporciones de columna no  difieren
significativamente entre si en el nivel 0,05.

En la tabla 25 y en la figura 55, podemos observar que el 50% de las pacientes
con citologia ASC dieron negativo en la determinacion viral HPV-AR frente un 14,9%
de las pacientes con citologia LSIL. Por otra parte, el 50% de las pacientes con citologia
ASC dieron positivo en la determinacion viral VPH-AR frente a un 85,1% de las
pacientes con citologia LSIL. La prueba Chi-cuadrado evidencia que los resultados son
estadisticamente significativos, por tanto podemos afirmar que el porcentaje de
positivos en la determinacion viral HPV-AR es mayor en pacientes con citologia LSIL

que en las pacientes con citologia ASC.
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Figura 55. Ratio de positividad de la determinacion VPH-AR segun resultado

citologico (%)

hecho de que ningun intervalo de confianza en torno a las dos razones de riesgo y al

odds ratio incluya el valor 1, nos indica que el riesgo de dar positivo en la técnica de

Tabla 26. Odss ratio y Riesgo Relativo

Valor (ICosv,)

OR (LSIL / ASC)*

5,69 (2,55 — 12,69)

RR VPH-RA = Positivo

1,70 (1,28 — 2,26)

RR VPH-RA = Negativo

0,29 (0,17 - 0,53)

OR: Odds Ratio. RR=Riesgo relativo. ICyse,= Intervalo confianza al 95%
* Grupo referencia: pacientes con VPH-RA=Positivo

En la tabla 26, observamos la estimacion del riesgo. Como podemos observar, el
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determinacion VPH-AR entre las pacientes LSIL es significativamente superior al de las
pacientes ASC.

La razon entre la proporcion de pacientes positivos en la determinacion viral en la
muestra de LSIL y la correspondiente a los ASC es de 1,70, pudiéndose afirmar que la
proporciéon de positivos entre los LSIL es 1,70 veces mayor que la misma proporcion
entre los ASC.

La razon entre la proporcion de pacientes negativos en la determinacion viral en la
muestra de LSIL y la correspondiente a ASC es de 0,29, con lo que el riesgo de dar
negativo entre los LSIL equivale a 0,29 veces el riesgo de dar negativo entre los ASC.
Respecto a la razon de ventajas u odds ratio, podemos afirmar que la odds (ventaja) de
dar positivo en la tincion dual entre los LSIL es 5,69 veces mayor que la misma odds

entre los ASC.

IV.2.2.Relacion entre la determinacion viral y la lesion histologica (biopsia).
Evaluacion diagnostica de la determinacion viral VPH-AR para
determinar CIN2+.

Para estudiar la posible asociacion de la determinaciéon de HPV con la lesion

histologica CIN2+ se seleccionaron, entre las 146 pacientes las que tenian biopsia

posterior:

* En 57 pacientes se diagnostico CIN2+ (18,6%); en 7 de ellas no se pudo
demostrar ADN viral, ni AR ni BR.
* En 50 pacientes no se objetivd lesion intraepitelial de alto grado (normal o

CIN1).

De las 107 biopsias con determinacion de VPH, 7 de ellas, pese a repeticion del
test, no detectaron presencia de ADN viral, lo que deja el analisis de las muestras en 100

validas:
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N= 100
ASC = 32 LSIL =68
VPH-AR VPH-AR VPH-AR VPH-AR
neg = 9 pos = 23 neg = 6 pos = 62
CINZ+ =12 CIN2+ = 38

Como se ve en este diagrama, no hemos visto ningin caso CIN2+ confirmado en

el que la determinacién de VPH-AR no haya sido positiva.

Tabla 27. Tabla de contingencia Biopsia vs VPH-AR.

Biopsia n (%)
VPH-AR Positiva | Negativa | Total
Positiva 50 35 85
Negativa 0 15 15
Total 50 50 100

En la figura 56 observamos que el 100% de las pacientes con biopsia positiva
dieron positivo en la determinacion VPH-AR y que no hubo casos de lesion CIN2+ que
confirmara VPH-AR negativo. Por otra parte, el 70% de las pacientes con biopsia
negativa dieron también positivo en la determinacion VPH-AR dual frente a un 30% de

las pacientes con determinacion VPH-AR negativa. La prueba Chi-cuadrado evidencia
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que los resultados son estadisticamente significativos [y12=17,65;p<0,001], por lo

tanto el resultado de la determinacion viral claramente no sirve para discriminar el

resultado de la biopsia.

100.0
p<0.001
70.0
30.0
Biopsia + Biopsia -
=3 VPH-AR + == VPH-AR -

Figura 56. Distribucion de biopsias segun resultado de la

determinacion viral VPH-AR

Tabla 28. Evaluacion diagnostica de VPH-AR para determinar CIN2+

Estadisticos Valor (%) 1Cgs0,
Sensibilidad 100 99 - 100
Especificidad 30 16,3 - 43,7
Valor predictivo + 58,82 1 47,8-69,9
Valor predictivo - 100 96,7 -100
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IV.2.2.1. Evaluacion diagnéstica de VPH-AR para determinar CIN2+
por grupos de edad

Tabla 29. Tabla de contingencia Biopsia vs VPH-AR.

Biopsia n (%)

Edad VPH-AR Positiva | Negativa Total
< 30 afios Positivo 15 5 20
Negativo 0 2 2
Total 15 7 22
> 30 afos Positivo 35 30 65
Negativo 0 13 13
Total 35 43 78

v Mujeres <30 afios:

En la figura 57 observamos que el 100% de las pacientes con biopsia positiva dieron
positivo en la determinacion VPH-AR. Por otra parte, el 71,4% de las pacientes con
biopsia negativa dieron positivo dicha determinacion viral frente un 28,6% de las

pacientes con determinacion viral AR negativa. La prueba Chi-cuadrado evidencia que

los resultados son estadisticamente significativos [y12=4,71;p=0,030].

v" Mujeres >30 afios:

En la misma figura 57 observamos que también el 100% de las pacientes con
biopsia positiva dieron positivo en la determinacion VPH-AR. Por otra parte, el 69,8%
de las pacientes con biopsia negativa dieron positivo en dicha determiancién viral frente
un 30,2% de las pacientes con VPH-AR negativo. La prueba Chi-cuadrado evidencia

que los resultados son estadisticamente significativos [y12=12,69,p<0,001].
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100.0 100.0
<0.05
P p<0.001
71.4 69.8
28.6 30.2
Biopsia + Biopsia - Biopsia + Biopsia -
<30 aiios =30 afios
== VPH-AR + ——= VPH-AR -

Figura 57. Distribucion de biopsias segun determinacion VPH-AR,
para <30 arios y para 230 arios

Claramente se observa como no hay diferencias significativas con la edad; la
edad es independiente del resultado de la determinacion viral VPH-AR con respecto a
las biopsias.

Se observa claramente como en las biopsias negativas es significativamente
superior los resultados positivos para la determinacion viral VPH-AR. Vemos como el
resultado de la determinacién viral no nos sirve para determinar cudl va a ser el

resultado de la biopsia.

Tabla 30. Evaluacion diagnostica de VPH-AR para determinar CIN2+ por grupos de

edad.
Edad Estadisticos Valor (%) I1Cos0,
< 30 afios Sensibilidad 100 96,7 -100
Especificidad 28,57 0-69,2
Valor predictivo + 75 53,5-96.5
Valor predictivo - 100 75 -100
> 30 afos Sensibilidad 100 98,6 -100
Especificidad 30,23 15,3 -45,1
Valor predictivo + 53,85 40,9 -66,7
Valor predictivo - 100 96,2 -100
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IV.2.2.2. Evaluacion diagnéstica de VPH-AR para determinar CIN2+
segun diagnostico citologico (ASC 6 LSIL)

Analizamos los datos de la relacion entre diagnostico citologico y determinacion

de VPH-AR de manera independiente:

Tabla 31. Tabla de contingencia Biopsia vs VPH-AR por diagnosticos citologicos.

Biopsia n (%)

Citologia | VPH-AR Positiva | Negativa | Total
ASC Positivo 12 11 23
Negativo 0 9 9
Total 12 20 32
LSIL Positivo 38 24 62
Negativo 0 6 6
Total 38 30 68

v' ASC:

En la figura 58, podemos observar que el 100% de las pacientes con biopsia
positiva para CIN2+ dieron positiva para VPH-AR. Entre las pacientes con
biopsia negativa el 55% dio positiva en la determinacion viral frente al 45% que

dio negativo. La prueba Chi-cuadrado evidencia que los resultados son
estadisticamente significativos/ y/2=7,51;p=0,006], por tanto el resultado de la
determinacion viral VPH-AR no sirve para discriminar el resultado final de la

biopsia, ya que el porcentaje de positivos tanto en biopsias negativas como en

positivas es bastante superior al porcentaje de negativos en biopsias negativas.
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100.0 100.0
p<0.01
80.0
p<0.01
55.0
45.0
20.0
Biopsia + Biopsia - Biopsia + Biopsia -
ASC LSIL
= VPH-RA + = VPH-RA -

Figura 58. Distribucion de biopsias segun determinacion VPH-AR para
ASC y LSIL

v LSIL:

En la figura 58, podemos observar que el 100% de las pacientes con biopsia
positiva para CIN2+ dieron positiva la técnica de determinacion VPH-AR. En
las biopsias negativas también la determinacion viral positiva fue
significativamente superior al resultado negativo. La prueba Chi-cuadrado

evidencia ~que los resultados son estadisticamente  significativos

[x12=8,34;p=0,004], por tanto el resultado de la prueba VPH-AR no sirve para

discriminar el resultado final de la biopsia.

Tabla 32: Evaluacion diagnostica de VPH-AR para determinar CIN2+ por
diagnosticos citologicos

Citologia Estadisticos Valor (%) 1Cose,
ASC Sensibilidad 100 95,8 -100
Especificidad 45 20,7 -69,3
Valor predictivo + 52,17 29,6 -74,8
Valor predictivo - 100 94,4 -100
LSIL Sensibilidad 100 98,7 -100
Especificidad 20 4,0 -35,9
Valor predictivo + 61,29 48,4 -74,2
Valor predictivo - 100 91,7 -100

133



Valor predictivo de la técnica dual p16/Ki67

IV.2.2.3. Evaluacion diagnéstica de VPH-AR para determinar CIN2+
segun diagnostico citologico (ASC 6 LSIL) y seguin grupo de edad

Tabla 33. Tabla de contingencia Biopsia vs VPH-AR.

Biopsia n(%)
Edad Citologia A VPH-RA Positiva | Negativa | Total

<30 afios ASC Positivo 2 2
Negativo

Total 2 2

LSIL | Positivo 15 3 18

Negativo 0 2 2

Total 15 5 20

> 30 anos ASC Positivo 12 9 21

Negativo 9 9

Total 12 18 30

LSIL Positivo 23 21 44

Negativo 0 4 4

Total 23 25 48

Con respecto a la edad, vemos que en ambos grupos todas las biopsias positivas
han resultado positivas para la prueba de determinacion viral VPH-AR (fabla 33).

»= Menores de 30 afios:

- Solo se detectaron dos ASC con resultado de la determinacion viral VPH-AR
positiva, que luego fueron negativos en la biopsia para CIN2+.

- Podemos observar en LSIL que el 100% de las pacientes con biopsia positiva
para CIN2+ dieron positiva la técnica de determinacion VPH-AR (figura 59). En
las biopsias negativas también la determinacion viral positiva fue
significativamente superior al resultado negativo. La prueba Chi-cuadrado

evidencia que los resultados son estadisticamente  significativos

[x12=6,67;p=0,010], por tanto el resultado de la prueba VPH-AR no sirve para

discriminar el resultado final de la biopsia.
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100.0 100.0 p<0.05
84.0
p<0.05
60.0
40.0
16.0
Biopsia + Biopsia - Biopsia + Biopsia -
<30 afios =30 afios
™= VPH-RA + == VPH-RA -

Figura 59. Distribucion de biopsias por edad y citologia LSIL segun
resultado de VPH-AR (%).

Mayores de 30 afios:
En las biopsias negativas también la determinacion viral positiva fue
significativamente superior al resultado negativo. La prueba Chi-cuadrado

evidencia que los resultados son estadisticamente significativos

[x12=6,67;p=0,010], por tanto el resultado de la prueba VPH-AR no sirve

para discriminar el resultado final de la biopsia.
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Tabla 34. Evaluacion diagnostica de VPH-AR para determinar CIN2+ para
ASC y LSIL, por edad.

Edad Citologia | Estadisticos Valor (%) 1Cyso,,
<30 afios | LSIL Sensibilidad 100 96,67 -100
Especificidad 40 0-92,9
Valor predictivo + 83,33 63,3 -100
Valor predictivo - 100 75 -100
>30 afios | LSIL Sensibilidad 100 97,8 -100
Especificidad 16 0-32,4
Valor predictivo + 52,27 36,4 -68,2
Valor predictivo - 100 87,5 -100
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IV.2.3.Comparacion entre ambas técnicas: DUAL Y VPH-AR

Conocida ya la sensibilidad y la especificidad en nuestro estudio tanto para la
técnica dual como para la determinacion viral VPH-AR, de manera global e
independientemente para ASC y LSIL, pasamos a comparar graficamente ambas

técnicas desde el punto de vista de sensibilidad , especificidad, VPP y VPN (figura 60).

120 GLOBAL
100 —

80 +—— —

60 —  ®DUAL P16/KI67

100 HPV-AR

40 +— -

20 +— —

0 .

SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD VPP VPN

Figura 60. Comparativa de evaluaciones diagndsticas entre técnica dual y

determinacion VPH-AR, global (ASC+LSIL)

De manera global (ASC + LSIL) se observa una similar sensibilidad entre ambos
tests, pero con una diferencia en ESPECIFICIDAD estadisticamente significativa a

favor de la técnica dual p16/ki67 para detectar CIN2+, siendo p=0,044 ( p<0,05).
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Con respecto a la edad, y tinicamente de manera global (ASC+LSIL) se observa
una diferencia estadisticamente significativa a favor de la técnica dual para mujeres >30

anos (p=0,021, p<0,05). En mujeres <30 afios no existe esa diferencia significativa

(tabla 35).

Tabla 35. Comparacion CINtec PLUS y VPH para deteccion de CIN2+

CINtec PLUS VPH p
(ICosv) (ICos%)

ACS (n=31)

Sensibilidad % 81,8 (54,5-100) 100,0 (95,5-100) -

Especificidad % 70,0 (47,4-92,6) 45,0 (20,7-69,3) 0,180
LSIL (n=67)

Sensibilidad % 97,4 (90,9-100) 100,0 (98,7-100) -

Especificidad % 34,5 (15,5-53,5) 17,2 (1,77-32,7) 0,227
ASC+LSIL (n=98)

Sensibilidad % 93,9 (86,1-100) 100,0 (98,9-100) -

Especificidad % 49,0 (33,9-64,0) 28,6 (14,9-42.,2) 0,044*
EDAD
<30 afos (n=22)

Sensibilidad % 100,0 (96,7-100) 100,0 (96,7-100) ---

Especificidad % 28,6 (0-69,2) 28,6 (0-69,2) ---
>=3() afos (n=76)

Sensibilidad % 91,2 (80,2-100) 100,0 (98,5-100) -—-

Especificidad % 52,4 (36,1-68,7) 28,6 (13,7-43.,4) 0,021%*
*p<0,05

El VPP para lesiones CIN2+ de la técnica dual fue del 54,74%, muy similar al

58,82 de la determinacion viral, sin significacion estadistica.

El VPN en lesiones CIN2+ de la técnica dual fue del 92,86%, algo inferior al

100% de la determinacion viral, aunque no con diferencias estadisticamente

significativas.
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Hacemos también la misma comparacion de ambas técnicas segun los diagnosticos

citologicos Bethesda 2001:

e ASC:

120 ASC

100 —

T =DUAL P16/KI67

100 100 VPH-AR

40 +—

20 +—

SENSIBILIDAD  ESPECIFICIDAD VPP VPN

Figura 61. Comparativa de evaluaciones diagnosticas entre técnica dual y

determinacion VPH-AR para ASC

Vemos como no hay diferencias significativas entre la sensibilidad y la

especificidad de ambas técnicas, siendo la p en la especificidad de 0,180.
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e LSIL:

Vemos como la sensibilidad en nuestro estudio entre la técnica dual p16/ki67 y
los tests de HPV-AR es similar, no existiendo diferencias estadisticamente

significativas.

La especificidad no ha resultado estadisticamente significativa, con una p=

0,227.

e LSIL
100 —

80 +— -

60 — = DUAL P16/KI67

100 1o HPV-AR
40 +— — —
1,29
20 +— — —
17,2
0 T T T 1
SENSIBILIDAD  ESPECIFICIDAD VPP VPN

Figura 62. Comparativa de evaluaciones diagndsticas entre técnica dual y

determinacion VPH-AR para LSIL
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IV.2.4.Resultados de concordancia entre los métodos evaluados

La concordancia global obtenida en los dos métodos evaluados fue del 77%, con
un indice kappa de 0.49, que se considera un acuerdo o concordancia moderada (tabla
36). Se seleccionaron todos los casos con las dos técnicas realizadas que fueran

valorables (total: 135 pacientes).
Tabla 36. Concordancia entre técnica dual p16/ki-67 y determinacion de VPH-AR

VPH-AR n(%)

Tincion Negativa Positiva | Total
dual

Negativo | 30(22,2%) | 23(17,1%) 53

Positivo 8(5,9%) | 74(54,6%) 82
Total 38 97 135
Kappa: 0,49 (95% CI 0,34-0,64), p<0,001

Kappa=0,49 MODERADA (p<0,001)
EE=0,08

IC95,0%=(0,34-0,64)

Acuerdo observado=0,7704

Tabla 37. Concordancia entre técnica dual pl6/ki-67 y determinacion de VPH-AR, en
los diagnosticos ASC

VPH-AR n(%)

Tincion dual | Negativa | Positiva | Total

Negativo 23 12 35
Positivo 2 14 16
Total 25 26 51

Kappa=0,45 MODERADA (p<0,001)
Acuerdo observado=0,72
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Tabla 38. Concordancia entre técnica dual p16/ki-67 y determinacion de VPH-AR, en
los diagnosticos LSIL

VPH-AR n(%)
Tincion dual | Negativa | Positiva | Total

Negativo 7 12 19
Positivo 5 60 65
Total 12 72 84

Kappa=0,33 DEBIL(p<0,001)
Acuerdo observado=0,79

En la curva ROC para detectar lesion CIN2+, el area bajo la curva (AUC) para la
técnica dual p16/ki-67 fue de 0,6907 (95% CI 0,5848-0,7965), algo mayor que la de la
determinacion viral de 0,6905 (95% CI 0,5519-0,8290), p= 0.9983

Curva ROC

Sensibilidad

o0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
1-Especificidad

Figura 63. Curva Roc
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3° OBJETIVO: Ver si existe relacion entre la
técnica dual pl16/ki67 con los distintos genotipos virales
de alto riesgo en los casos confirmados histoldgicamente

como CIN2+

Al final del estudio se confirmaron 57 pacientes con diagnostico histologico de

CIN2+. La edad media de estas mujeres fue de 37,26 &= 9,5 afios (rango 25,59).

Los 57 diagnosticos constituyen el “gold standard” del seguimiento de los casos
citologicos ASC-LSIL a los que previamente se les habia realizado la técnica dual

p16/ki67 (objetivo principal del estudio).

IV.3.1. Prevalencia de VPH-AR en infeccion unica o multiple

En las muestras de biopsia de las 57 pacientes, todas diagnosticadas de HSIL
histologico (CIN2 ¢ CIN3), 50 de ellas mostraron positividad para VPH-AR, con 6
casos en los que no se llegd a detectar ADN viral, probablemente por la escasez del

material restante, y s6lo un caso donde si se detecto6 ADN pero ni VPH-BR ni VPH-AR.

Tabla 39. Tabla de contingencia Biopsia vs VPH-AR

Biopsia n(%)
Infeccion Positiva | Negativa Total
Unica 28 (54,9) | 23 (45,1) 51 (100)
Multiple 22 (64,7) | 12 (35,3) 34 (100)
Total 50 (58,8) | 35(41,2) 85 (100)

Chi-cuadrado de Pearson: Valor=0,80; gl=1; p=0,368
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En la tabla 39 podemos observar, sobre el total de biopsias (positivas y
negativas) que el 54,9% de las pacientes con biopsia positiva CIN2+ presentan
infeccion unica mientras que el 64,7% de las mismas pacientes presentan infeccion
multiple. La prueba Chi-cuadrado evidencia que los resultados no son estadisticamente
significativos, por tanto podemos afirmar que el porcentaje de infecciones unicas o

multiples no depende del resultado positivo de la biopsia.

La prevalencia de VPH-AR en las lesiones CIN2+ alcanz6 un 87,7%, siendo
56% por un solo genotipo (en 28 pacientes) y en 44% por varios genotipos (en 22

pacientes), lo que no es estadisticamente significativo (figura 64):

44,0% p
Unica (n=28)

56,0% Miltiple (n=22)

Figura 64. Prevalencia de VPH-AR en infeccion unica o multiple

IV.3.2.Frecuencia de los distintos genotipos en biopsias CIN2+

En las 50 biopsias positivas para VPH-AR (de las 57 totales positivas para
CIN2+) se hallaron 16 genotipos distintos, siendo claramente prevalentes el tipo 16 y el
tipo 31 (figura 65 y tabla 40). Con el mismo n° de casos les siguen el genotipo 18, 51y
58 (6 casos cada uno, respectivamente). Con 3 casos cada uno los genotipos 45,52,56 y

66.
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VPH16

(n=29)

4.0

20.0
6.0
T T
VPH31 VPH18 VPH51 VPH45 VPH52
VPH58 VPH56 VPH66
(n=10) (n=6) (n=3)

VPH33 VPH39
VPH53 VPH59

VPH82

(n=2)

VPH26 VPH68

(n|

Figura 65. Frecuencia de los distintos genotipos en biopsias CIN2+

Tabla 40. Frecuencia de los distintos genotipos en biopsias CIN2+

VPH Chi-cuadrado
Genotipo N (%) Inf-Unican (%) | Inf. Multiple n (%) @ Valor gl P
16 29 (58) 14 (50,0) 15 (68,2) 1,67 1 0,196
31 10 (20) 3(10,7) 7 (31,8) 3,43 1 0,064
18 6(12) 2(7,1) 4(18,2) 1,58 1 0,208
51 6(12) 2 (7,1) 4(18,2) 1,42 1 0,233
58 6(12) 2(7,1) 4(18,2) 1,42 1 0,233
45 3(6) 2(7,1) 1 (4,5) 0,15 1 0,701
52 3(6) 1 (3,6) 2(9,1) 0,67 1 0,415
56 3(6) 3(13,60)
66 3(6) 3(13,6)
33 2 (4) 1 (3,6) 1 (4,5) 0,03 1 0,861
39 2(4) 29,1
53 2 (4) 1 (3,6) 1 (4,5) 0,03 1 0,861
59 2(4) 2(9,1)
82 2(4) 29,1
26 1(2) 1(4,5)
68 1(2) 1(4,5)

*Estadisticamente significativo para p<0,05
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Los tipos mas frecuentes son el HPV16 y 31, tanto en infeccion por un Unico

genotipo como por multiples genotipos.

El virus 31 muestra tendencia a las infecciones multiples, aunque no llega a ser

estadisticamente significativo (p=0,064).

El 62% de las pacientes con lesiones histologicas fueron infectadas

exclusivamente por VPH16 y/o 18.

El 38% de las pacientes con lesiones CIN2+ fueron infectadas por VPH distintos
al 16 y/o 18.

IV.3.3.Relacion genotipo viral y positividad para la técnica dual

Para estudiar si hay relacion o no entre la positividad de la técnica dual p16/ki67

y los distintos genotipos aislados ordenamos los datos en la siguiente tabla.

En la tabla 41 se puede ver claramente que no hay relacion entre el genotipo
viral causante de la lesion histologica CIN2+ y la positividad para la técnica dual

pl6/ki67.

De hecho, no hay diferencias estadisticamente significativas entre positividad o

negatividad de la muestra segun genotipos, para un nivel de significacion p<0,05.

Solo en el VPH 56 se observa tendencia (con un p=0,095) a mayor niimero de
resultados negativos con la técnica dual (4,3% de positividad frente a un 25% de

negatividad).
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Tabla 41. Positividad de la tincion dual (%) segun genotipos

Tincion dual n (%)

Chi-cuadrado

Tipos VPH Positiva Negativa | Valor gl p
16 28 (60,9) 1(33,3) | 0,88 1 0,347
31 9 (19,6) 1(33,3) 0,33 1 0,566
18 6 (13,3)
51 5(10,9) 1(33,3) | 1,32 1 0,250
58 5(10,9)
45 3(6,5)
52 3(6,5)
56 2(4,3) 1(33,3) 4,12 1 0,042
66 3(6,5)
33 2 (4,3)
39 2(4,3)
53 2 (4,3)
59 2 (4,3)
82 2(4,3)
26 1(2,2)
68 1(2,2)

* Estadisticamente significativo para p<0,05
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Distribucion de las muestras totales seguiin resultado citologico:

A) JUSTIFICACION:

Antes de proceder al analisis del objetivo principal del presente estudio que es
comprobar si la tincidon dual p16/ki-67 predice lesion CIN2+ subyacente ante un
diagnostico citologico anémalo (ASC/LSIL), hemos analizado la distribucion y
proporcion de los resultados citologicos que se emiten desde nuestra unidad de
citopatologia ginecologica, que nos justifique que este estudio tiene una base

metodoldgica adecuada.
B) ANALISIS:

La distribucion obtenida de los distintos resultados citologicos anémalos, en el
periodo de dos afios seleccionados (marzo 2012 a marzo 2014) en nuestra unidad
de citologia fue la siguiente, tanto para CTT (citologia triple toma) como CML

(citologia en medio liquido):

+ LSIL: 1%
CTT £ ASCUS: 1%
* LSIL: 1,9% %  ASC-H: 0,1%
+  ASCUS: 1,3% « HSIL: 03
x  ACG: 005%
v MBI 0.6% +  Carcinoma/Adc:0,05%

*  ASC-H: 0,2%

*  ACG: 0,2%

* Carcinoma-ADC: 0,003%
* Relacion ASC /SIL: 0,7%
+ TOTAL: 4,23% * LSIL:3,9%

=  ASCUS:2,5%

# ASC-H:0,3%

= HSIL:1,3%

CML #  ACG:0,5%

+ Carcinoma/ADC:0,07%

x  ASC/SIL:0,7%
* TOTAL: 8,57%

*

ASC/SIL: 0,8
TOTAL: 2,5%

*
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Se observa en nuestro estudio un claro aumento de la deteccion de lesiones LSIL y
de los diagnosticos ASCUS, probablemente por la introduccion de la citologia en medio

liquido, que facilita la interpretacion en comparacion con la citologia en triple toma
(92).

Al separar los datos obtenidos en las citologias en triple toma (CTT) de las

citologias en medio liquido (CML) observamos:

Del 2,5% de resultados andmalos con CTT se pasa al 8,57% con CML

* En nuestro estudio total, de los 4,23% de los diagnosticos anémalos emitidos en el
periodo de seguimiento de 2 afios (marzo 2012 a marzo de 2014), el 3,4% se
diagnosticaron de ASC y LSIL, lo que supone el 80% de los mismos

* En citologia en medio liquido (CML), que es lo que hemos usado en este estudio, de
los 8,57% de diagnosticos anomalos, el 6,7% de los mismos fueron ASCUS+ASC-
H-+LSIL, lo que representa el 78,2% de los mismos

* Con CTT obtenemos un 1% de lesiones ASCUS, que aumentan al 2,5% con CML.

e Las lesiones ASC-H aumentan también del 0,1% al 0,3%

e Las lesiones LSIL aumentan del 1 al 3,9%

e Las lesiones de HSIL también aumentan de un 0,3% al 1,3%

e Hasta 10 veces aumenta la deteccion de las ACG con CML con respecto a la CTT

(de 0,05 al 0,5%)

* Las lesiones sugestivas de ADC-Carcinoma también aumentan del 0,01 al 0,07

C) COMPARACION CON OTROS ESTUDIOS (tabla 42):

En un andlisis de mas de 700.000 citologias realizadas en el entorno de Atencioén
Primaria en Catalufia durante 2008-2011 se identifica un 3,7% de citologias con
resultados anémalos (13), con un 44,8% de ASCUS y un 42,9% de LSIL. Datos muy

afines a los resultados globales encontrados en nuestro estudio.

Pese a que autores apoyan que no hay aumento de sensibilidad en el diagndstico con

CML de HSIL con respecto a la citologia de triple toma, en nuestro estudio si se
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observa un incremento significativo, al igual que en menor grado en la serie de Eversole
(186), en donde si se analizan las diferencias entre citologia convencional triple toma

con la citologia liquida.

Aumenta también significativamente la deteccion de atipia de células escamosas

(tanto ASCUS como ASC-H), como ocurre también en la serie de Eversole.

También aumenta la deteccion de LSIL, como también ocurre en todas las

series(52,186).

Un primer analisis del CAP con respecto a criterios de Bethesda (45) arrojé
resultados de citologias andmalas en consonancia con nuestro estudio: LSIL 2,1%;

HSIL 0,5% ; ASCUS 3,9%; ASC-H 0,2%.

Segun el CAP tras analizar los datos de mas de 600 laboratorios, el porcentaje
medio de los diagnosticos emitidos teniendo en cuenta los diferentes métodos de

preparacion de las muestras (convencional, CTT y CML) es (186):

* ASC-US:4;3
e ASC-H: 0,3
e LSIL: 2,5

e HSIL: 0,5

e AGC: 1,5

Verma (187), con unas condiciones sanitarias inferiores, tras aplicar criterios de
estandarizacion de Bethesda 2001 obtiene: 4,8 % ASCUS, 5,6% LSIL, 0,8% HSIL,

0,8% carcinoma

Vilaplana y Puig Tintoré (188) recogen los resultados citoldgicos anormales de
14 hospitales, obteniendo una tasa de citologias anormales del 3,56% del total, con la

siguiente distribucion: ASCUS 1,88, ASC-H 0,13, AGUS 0,07, LSIL 1,20 y HSIL 0,28.

Nanda y Mc Crory (189) compararon los resultados tanto de métodos citologicos
convencionales como de tres estudios en medio liquido, y encontraron grandes

variaciones en sensibilidad y especificidad, al comparar los resultados con sus estudios
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histologicos posteriores. Al menos en 12 estudios que consultaron la sensibilidad oscild

entre 30-87% y la especificidad entre el 86-100%.

Davey (84), comparando los resultados de la citologia convencional con la

citologia en medio liquido también encuentra mayor tasa de deteccion de LSIL, HSIL y
ASCUS.

Tabla 42. % de categorias anomalas en CML en distintas series.

CATEGORIA Eversole Wright | Davey | Vilaplana y Puig- | Verna Estudio
CITOLOGICA (CAP)** (84) Tintoré actual

ASCUS 1,7-12,8 2,3-6,5 3,8 1,88 4,8 2,5
ASC-H 0-0,8 0,1-0,4 | 0,2 0,13 0,3
LSIL 1,1-7,7 1,1-32 | 2,1 1,20 5,6 3,9
HSIL 0,1-1,2 0,1-0,6 | 0,5 0,28 0,8 1,3
ASC/LSIL* 0,7-2,8 1,1-2,3 1,4 1,3 0,7 0,7
ACG 0-0,7 0,0-0,2 0,07 0,5
Carcinoma/ADC 0,07

*NOTA: ASC/SIL es igual a la suma de ASCUS+ ASC-H dividido entre la suma
de LSIL+HSIL+Carcinomas.

ASCUS+ASC-H

LSIL+HSIL+Carcinoma

**NOTA: Eversole muestra rangos segiin percentiles( 5th, 10th, 25th, 50", 75™, 90
y 95™).
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1.- OBJETIVO PRINCIPAL: Comprobar si la
tincion dual p16/ki67 que se expresa en las células de las

citologias ASC-LSIL se asocia con lesion CIN2+

subyacente

Las alteraciones citoldégicas ASC y LSIL suponen la mayoria de los diagnosticos
andmalos en citologia. En citologia en medio liquido (CML), que es lo que hemos
usado en este estudio, de los 8,57% de diagnosticos anémalos, el 6,7% de los mismos

fueron ASCUS+ASC-H+LSIL, lo que representa el 78,2% de los mismos.

Para los casos de ASC se utiliza de manera generalizada, como triaje, la

determinacion de VPH-AR, pero no para las lesiones tipo LSIL.

Conocido que existen biomarcadores como pl6 y ki-67 que “sefialan” lesiones
intraepiteliales de alto grado subyacentes o en desarrollo, en nuestro estudio hemos
evaluado el papel de la técnica dual pl6/ki67 como marcador de HSIL subyacente o

subsecuente, tanto para ASC como para LSIL.

V.1.1. Valoracion de la tasa de positividad de las lesiones citologicas

anormales para detectar lesion CIN2+ subyacente

En nuestro estudio, de las 306 pacientes iniciales con diagnosticos citologicos de
ASC y LSIL, 57 de ellas mostraron lesion histologica confirmada CIN2+, a lo largo del

periodo de seguimiento (30 meses) lo que significa un 18,6% del total de las pacientes.

En la serie de Longhavi (145) con 188 pacientes, un 16% desarrollaron lesion
histologica CIN2+. En la de Fujii (155) CIN2+ fue encontrado en el 18,5% de los
ASC/LSIL seleccionados.

* En ASC el 11,8% de nuestras pacientes (13 de 111 diagnosticadas de ASC)

demostraron lesion CIN2+ subyacente, casi exacto porcentaje obtenido en la
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serie de Longhavi (casi el 15%). CIN-2 fue diagnosticada en el 11% de las
mujeres con ASC-US, en la serie de Evans (190). En la serie de Fujii hasta en
un 17,6%.

Un resultado negativo para VPH-AR en la determinacion viral realmente
excluye una lesion CIN2+ subyacente, pero un resultado positivo tiene una
especificidad de solo el 14-44%, por lo que una gran proporcion de mujeres con
determinacion viral positiva se veran sometidas a innecesarias colposcopias.

* En LSIL el 22,6% de nuestras pacientes (44 de 196 diagnosticadas de LSIL)
demostraron lesion CIN2+ subyacente, casi exacto porcentaje igualmente al de
la serie de Longhavi de un 22%. Y en el 13,5% de las mujeres con LSIL, en la
serie de Evans (190). 19,2% en Fujii.

La determinacion viral no es una herramienta util en el triaje de estas anomalias
citologicas, ya que se sabe que el 80-85% de estos casos son positivos para
HPV-AR. Ya que solo el 12-28% de estas mujeres tendran un CIN2+
subyacente, parece necesario y obligado el desarrollo de nuevas herramientas

para el triaje de estas lesiones citoldgicas anomalas.

Tabla 43. Tasas de positividades de ASC/LSIL para lesion CIN2+ de las
principales series

ESTUDIO ANO | N° PACIENTES ASC LSIL Global

Evans 2006 600 12,5% | 15% --
Wright 2007 --- 15% 12-28% --
Longhavi 2013 206 11% 22% 16%
Fujii 2014 70 17,6% | 19,2% | 18,5%
Estudio 2014 306 11,8% | 22,6% | 18,6%
actual

La literature recoge que la prevalencia de lesiones histologicas CIN2+ es baja
entre mujeres con diagnésticos de ASC (15%) y LSIL(12-28%), (162), por lo que es
mas que evidente que se necesita alguna técnica o determinacion que aumente la tasa de

positividad para detectar lesion CIN2+ subyacente.
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V.1.2. Valorar la tasa de positividad de la técnica dual pl16/ki67 para

detectar lesion CIN2+ subyacente

Se observa tanto en ASC como en LSIL un aumento de la tasa de positividad,
con respecto a las mismas citologias sin la realizacion de la técnica dual, para detectar

lesion CIN2+ subyacente.

En nuestro estudio ha resultado un 62,1% de positividad para p16/ki-67 en LSIL,
y un 21,8% de positividad para ASC.

* Global: en la tabla 12 de contingencia tincion dual vs citologia se observa como
la tasa de positividad de las lesiones ASC es de un 21,8% y para LSIL un 62,1%,
con una chi-cuadrado de Pearson de 45,36, estadisticamente significativa, por lo
que claramente se ve que la positividad de la tincion dual se incrementa

significativamente con el incremento de grado de la lesion citoldgica.

* Por edad: se calcula con tabla de contingencia Tinciéon dual vs citologia por
grupos de edad (fabla 14), observando que no hay diferencias significativas en
cuanto a edad de la paciente. Si, y en cada grupo de edad, se sigue confirmando
que aumenta la tasa de positividad de la tincion dual conforme aumenta el grado
de lesion citoldgica, con una significacion estadistica p<0,05 (estadisticamente
significativa).

<30 afios: 67,3% para LSIL
27,3% para ASC
>30 afos: 60,3% LSIL
21,2 ASC
La tincion dual mostrd en ambos grupos de edad escasa variacion en

especificidad y sensibilidad, al igual que en la serie de Ordy (146).
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Para ASC

Al aplicar la tincion dual en las citologias seleccionadas con el
diagnoéstico de ASC vemos como la tasa de positividad asciende al 21,8%. De

esas hasta el 75% tienen lesion CIN2+

La tasa de positividad para ASCUS fue de un 21,8%, por debajo del
34,9% de la serie de Schmidt (148) y del 45% de Longhavi (145). En nuestro
estudio se observa, como en todos los demés, que la tasa de positividad de la

técnica dual se incrementa con la severidad de la lesion citologica (tabla 44). En

la serie de Del Toro la tasa para ASCUS es del 25% y para LSIL del 44%.

La tincion dual en citologia incrementa la sensibilidad para CIN2+ para
ASC de un 11,8% con so6lo técnica de Papanicolau hasta un 21,8% aplicando la

técnica molecular inmunocitoquimica (P<0.001), en mujeres de todas las edades.

Varios estudios ya han evaluado la utilidad de la deteccion
inmunohistoquimica de pl6/ki-67 como marcador potencial de la displasia
cervical en extendidos citologicos (192,193). Aqui nosotros también hemos
analizado, en el triaje de lesiones citologicas ASC/LSIL, la simultanea deteccion
de pl6 y ki-67 dentro de las mismas células epiteliales, lo que constituye un
marcador, independiente de la morfologia celular, de desregulacion del ciclo
celular (148). El resultado final de nuestra experiencia (desde Marzo 2012 a
Octubre 2014) , con estudio simultaneo de las biopsias que se derivan, apoya a la
técnica dual como indicador de lesiones cervicales preneoplasicas (CIN2+), con

alta sensibilidad y aceptable-buena especificidad.
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Tabla 44. Tasas de positividad de la tincion dual en ASC/LSIL de las series mds

importantes

ESTUDIO ANO TASA DE TASA DE
POSITIVIDAD LSIL POSITIVIDAD ASC

Yoshida(197) 2011 70% 33%

Schmidt 2011 52,5% 34,9%

Longhavi 2013 66% 45%

Vrdoljak (194) 2013 36,1%

Wentzensen(195) 2014 68,8% 40,2%

Fujii 2014 36,8%

Singh (196) 2014 36,4%

Estudio actual 2014 62,1% 21,8%

e Para LSIL:

Al aplicar la tincién dual en las citologias seleccionadas con el diagndstico de
LSIL vemos como la tasa de positividad asciende al 62,1%. De esas el 97,7% de
los LSIL con técnica dual positiva tuvieron lesion CIN2+ subyacente. La tincion
dual en citologia incrementa la sensibilidad para CIN2+ para LSIL de un 22,6%
con sdlo técnica de Papanicolau hasta un 62,1% aplicando la técnica molecular

inmunocitoquimica (P<0.001), en mujeres de todas las edades.

En los casos de LSIL, las tasas de positividad para la tincion dual fue del 62,1%
(tasas similares al estudio de Schmidt et al (148) de un 52,5% y a la de Longhavi
(145) de hasta un 66%); En nuestro estudio (tabla 44), la tincion dual fue
positiva en el 62,1% de LSIL, muy por encima del 36,1% de la serie de
Vrdoljak-Mozetic (194), y del 36,1% de la serie de Singh (196). Si son tasas de
positividad mas acordes con las series de Schmidt, Yoshida (197), Longhavi y
Wentzensen (195), de 52,5%, 66,5% y casi el 70%. En estas ultimas series al
igual que en nuestro estudio, la confirmacion histolégica CIN2+ era casi

inmediata (194).
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Al menos en la serie de Fujii atribuyen su baja tasa de positividad para la técnica
dual (36,8%) a la inclusion en la categoria LSIL de un alto porcentaje de cambios

reactivos celulares.

Se observa un incremento de sensibilidad muy significativo de la tincion dual
pl6/ki-67 tanto de ASC como de LSIL, en comparacion con sdlo citologia de
papanicolau. Asi en ASC pasa de un 31,7% hasta un 75% y en LSIL se pasa de un

39,3% aun 97,7%, lo que supone un incremento de mas de un 30%, con p<0,001

V.1.3. Valorar la sensibilidad, especificidad de la técnica dual p16/ki67

para detectar lesion CIN2+ subyacente

Con una tasa de positividad del 62,1% en LSIL y una alta sensibilidad para
CIN2+, la tincion dual puede permitir un manejo eficiente de las mujeres hacia
colposcopia, puesto que estd admitido el escaso valor de la determinaciéon VPH en los
LSIL, dado que la gran mayoria son positivos para VPH-AR (198). Varios estudios han
evaluado la utilidad de la tincion inmunocitoquimica dual p16/ki67 para detectar lesion

CIN2+ subyacente.

De manera global (ASC*LSIL) se obtuvo una sensibilidad para CIN2+ de un
91,2% y una especificidad de 55,2%, datos muy similares a los obtenidos en las series

mas importantes (tabla 45).
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Tabla 45. Sensibilidad, Especificidad, VPP, VPN de la tincion dual p16/ki-67 para la

deteccion de neoplasia cervical intraepitelial de grado 2 o mas en las series publicadas

ESTUDIO ANO | N° PACIENTES | S E VPP | VPN
Denton et al 2010 810 92% 62-72%

Schmidt et al 2011 776 92,2% | 80,6

Petry et al 2011 132 91,9% | 82,1%

Yoshida 2011 69 89,7% | 73,1% | --- 95,1%
Loghavi et al 2012 188 97,0% | 53,0%

Dona et al 2012 140

Wentzensen et al | 2012 625 85,5% | 59,4%

Singh 2012 122 82% 82%

Zappacosta et al | 2013 405 62,3% | 76,8%

Ikenberg et al 2013 27349 83,9% | 94,9%

(PALMS)

Ordi et al 2013 1123 90,9% | 72,1% | 63,9% | 93,6%
koo 2013 73 94,6% | 75,8%

Edgerton et al 2013 63 64% 53% 28% 84%
Waldstrom et al | 2013 469 88,5% | 51,3%

Fujii et al 2014 427 87,3% | 76,4% | 45,7% | 96,4%
Uijterwaal (199) | 2014 256 89,7% | 73,1% | --- 95,1%
Estudio actual 2014 306 91,2% | 55,2%

Se necesitaran mas estudios longitudinales para asegurar el valor prondstico de

los resultados positivos y negativos de la técnica dual.

Lesiones citologicas ASC:

Se obtuvo una sensibilidad y una especificidad para lesion subyacente CIN2+ de

un 75% y 71,4% respectivamente.
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Hemos obtenido en nuestro estudio con la técnica dual una especificidad en

general mas alta para las lesiones ASC con respecto a las obtenidas en lesiones LSIL

(71,4% para ASC frente al 47,7% para LSIL), al igual que ocurre en otras series (tabla
46):

- en general la sensibilidad para ASC oscila entre el 64% de Edgerton (143) y el
92,2% de Schmidt (148).

- la especificidad para ASC oscila entre el 53% de Edgerton y el 80,6% de
Schmidt.

v" Lesiones citologicas LSIL:
Se obtuvo una sensibilidad y una especificidad para lesion subyacente CIN2+ de

un 97,7% y 47,7%, respectivamente.

Hemos obtenido en nuestro estudio con la técnica dual una sensibilidad

levemente superior para las lesiones LSIL con respecto a la obtenida en lesiones ASC

(97,7% para LSIL frente al 75% para ASC), al igual que en mayor o menor medida se

obtiene en otras series (fabla 46):

- en general la sensibilidad para LSIL oscila entre 86% (de la serie de

Wentzensen) al 98% de la serie de Longhavi.

- la especificidad para LSIL oscila entre un 43% (en la serie de Longhavi) y un
68% de la serie de Schmidt.
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Tabla 46. Sensibilidad y Especificidad segun ASC/LSIL

en las series principales

ESTUDIOS

Schmidt
Longhavi
Wentzensen
Waldstrom
Edgerton

Estudio actual

SENSIBILIDAD
ASC LSIL
92,2% | 94,2%
91% 98%
82% 86%

- - 88%

64% -
5% | 97,7%

ESPECIFICIDAD
ASC LSIL
80,6% | 68,0%
61% 43%
63% 58%
- 51%
53% -
71,4% | 47,7%

V.1.4. Discusion sobre los falsos negativos obtenidos con la tincion dual

p16/ki-67

Definicidn:

Lesiones citologicas de ASC/LSIL con resultado negativo en la técnica dual

pl16/ki-67 que si desarrolla o se asocia a lesion histoldgica de alto grado CIN2+.

Analisis:

En nuestro estudio se observa como la mayoria de casos CIN2+ fueron positivos

para técnica dual pl16/ki-67 (91,2%), mostrando una fuerte asociacion entre este

biomarcador y la presencia de una lesion CIN2+.

+ 4 casos para citologias ASC (1 de ellos realmente no valorable por mala

realizacion de la técnica)

+ 1 caso para citologias LSIL
+ TOTAL: 5 DE 306=1,6%
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Posibles interpretaciones:

+ 1* Mas probable: FALLO EN LA INTERPRETACION de la técnica dual,

probablemente inherente al método realizado (falso negativo diagnoéstico), aunque
estas 5 citologias se diagnosticaron de ASCUS y ninguna de ASC-H. En ninguno
de los casos se repitid toma citologica, y tras biopsia de CIN2+ se realiz6 asa de
diatermia, confirmandose la lesion. En un caso fue dudoso el CIN 2, y en el asa de
diatermia tampoco se confirmd, no habiéndose detectado ADN viral en el material
recogido para genotipado.

+ 2* menos probable: lesiones CIN2+ que estan sufriendo regresion espontanea,
punto este mas raro, ya que en los 5 casos las mujeres sobrepasan los 40 afios, edad
en la cual ya la persistencia viral y la progresion viral es mayor que la prevalencia
y el aclaramiento viral.

Otros estudios:

McCredie (71) y Dona y col. (111) opinan que la mayoria son lesiones CIN2+ que
estan sufriendo regresion espontanea, puesto que incluso algunas lesiones CIN3
pueden regresar espontaneamente.

Longhavi atribuye los falsos negativos a una mala realizacion de la técnica al
realizarse sobre cristales destenidos de forma retrospectiva, por lo que el material
no es del todo idoneo.

Para Koo (162) los falsos negativos pueden ocurrir en células con escaso
citoplasma que no se tifie, o s6lo 1-2 células se tifien con la doble tincion. O que la

pl16 que también se exprese en el nucleo “tape” la tincidon roja nuclear del ki-67.
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V.1.5. Discusion sobre los falsos positivos obtenidos con la tincion dual

p16/ki-67

* Definicién:
Lesiones citoldgicas de ASC/LSIL con resultado positivo de la técnica dual
pl16/ki-67 que no desarrolla o se asocia a lesion histoldgica de alto grado CIN2+.
* Analisis:
+ casos de ASC: 8; en 4 habia VPH-AR, 2 eran negativos para VPH-AR, y en 2
casos no se hizo determinacion viral.

+ casos de LSIL: 35; en 16 habia VPH-AR, 2 eran negativos para VPH-AR, y en

17 casos no se hizo determinacion viral.
+ ACTITUD CLINICA QUE SE TOMA:
- se realizan 11 asas de diatermia (1 en ASCUS y 10 en LSIL)
- s6lo en 2 asas hay VPH-AR 16, lo que indica que no influye el
genotipado de la lesion para la decision quirdrgica.
- en otros tres casos de LSIL si hay VPH-AR diferentes al 16
+ CONFIRMACION HISTOLOGICA: en los 43 casos de FP,
- en 37 se confirmé CIN 1: 30 LSIL y 7 ASCUS.
- en 6 no se objetivo displasia: 5 LSIL y 1 ASCUS.

Tabla 47. N“de ASC/LSIL de Falsos positivos (FP) segun resultado de

biopsia

BIOPSIAS
CITOLOGIAS NEGATIVA CIN 1 TOTAL

ASC 1 7 8
LSIL 5 30 35
6 37 43

165



Valor predictivo de la técnica dual p16/Ki67

Posible interpretacion:

1* mas probable: no hay tiempo de seguimiento de la evolucion de la lesion, la
actuacion clinica es mas rapida.

La conducta clinica que marcan las guias de actuacidon ante citologia andmala
LSIL es colposcopia+biopsia.

La correccion en este factor (conducta clinica mds o menos precoz en el tiempo)
aumentaria mas la sensibilidad de la técnica en casos de LSIL.

2* menos probable: fallo diagnodstico en la interpretacion de la técnica dual (falso
positivo diagndstico), ya que si aparece positividad no se puede atribuir a un
defecto de realizacion de la técnica (valoramos una técnica como apta para
diagndstico si vemos células positivas). Koo (162) atribuye falsos positivos a la
interpretacion de células de metaplasia escamosa, metaplasia tubdrica, células
endocervicales,.. con tincion para p16 o ki-67 como células positivas.

Otros estudios:

Dona (111): Se observo tincion dual en 13 pacientes con lesiones CIN2- (no
displasia o CIN1), todos fueron CIN1. 11 de esos casos fueron VPH-AR positivos.
Entre los CINI-HPV-AR positivos puede ser que la tincion dual haya “pillado”
lesiones con un mayor riesgo de progresion, auque soOlo esto podria haberse
comprobado tras un periodo de seguimiento largo para confirmar esta hipdtesis.
Del Pino et al (200) ya mostré algunos estudios con p16 como indicador de riesgo
de progresion.

Habré que determinar también la positividad de la técnica en caso de ASC y LSIL
que se han seguido a corto plazo de negativo para displasia o CINI1.... ;podrian
haber desarrollado lesion preneoplasica CIN2+ con el tiempo, o son resultados

falsos positivos de la técnica dual?

El mayor n°® de falsos positivos se da en casos de LSIL porque la actuacion clinica

es mas rapida, no pudiendo saberse la evolucion natural de esos 15 pacientes. La

correccion en este factor aumentaria mas la sensibilidad de la técnica en casos de LSIL.
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Es importante conocer que la presencia de VPH 16 comporta un riesgo del 32,1%
para CIN2+ a 2 afios (13), por lo que quizas los LSIL con HPV16 si que serian

subsceptibles de realizar una colposcopia inmediata y ser seguidos de manera estricta.

En las distintas series se recogen los verdaderos positivos (VP), los falsos positivos

(FP), los verdaderos negativos (VN) y los falsos negativos (FN) (201):

Tabla 48. N° de casos de VP, FN, FP, VN, sensibilidad y especificidad en las
principales series.

VP | FN | FP | VN | Sensibilidad | Especificidad

LSIL
Schmidt 129 ' 8 |89 | 189 94% 68%
Loghavi 20 10 |41 31 98% 43%
Wentzensen 79 |12 |73 | 100 86% 58%
Waldstrom 77 10 | 186 196 88% 51%
Estudio actual 83 |1 35 71 97% 47%
ASC
Schmidt 9 5 |23 |26 92% 81%
Longhavi 71 6 |55 229 91% 61%
Wentzensen 10 |1 33 |52 82% 63%
Edgerton 27 |6 40 67 64% 53%
Estudio actual 16 |4 |8 82 75% 71%
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2° OBJETIVO: Comparar tasa de positividad
entre técnica dual pl16/ki67 y determinacion VPH-
AR., para detectar lesiones CIN2+.

Prevalencia del VPH en nuestro estudio

a)

b)

Analisis:

En nuestro trabajo destaca la alta prevalencia global de la infeccion por el
VPH-AR de un 71,9% (100 casos); en 39 pacientes fue negativa (28,1%). En
7 pacientes: 1 con ADN viral ni de AR ni de BR y 6 sin detectarse ADN
viral.

En nuestro estudio se vio que el porcentaje de positividad para el VPH-AR
en las lesiones citologicas ASC fue del 50% y que dicho porcentaje subi6 al
85,1% para las lesiones citologicas LSIL.

Por tanto, se ve como los porcentajes de positividad de la infeccion por el
VPH-AR aumentaron significativamente a medida que aumentaron los
grados de las citologias (2 de Pearson: Valor=19,82; gl=1; p<0,001).

En nuestro estudio, 21 de 32 mujeres menores de 30 afios tenian VPH-AR, lo
que supone el 65% de las pacientes en ese grupo etario a las que se les
realiz6 determinacion viral. En mujeres mayores, 79 de 115 fueron positivas
para VPH-AR (68,7%), lo que no es estadisticamente significativo.

Comparacion con otros estudios:

La prevalencia de VPH-AR fue incluso superior a la serie de Tena (202), en
donde fue de un 61,8%, y algo superior a la serie de Dona (111) que fue de
un 70,9% (frente a nuestro 71,9%).

No se detectd6 VPH-AR en el 17,6% de la serie de Dona (111), inferior a

nuestro 28,1%.
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En la serie de Tena (202) el porcentaje de positividad para ASCUS fue del

31,2% (aqui de un 50%, mas afin a la mayor parte de las series) y para LSIL
fue de un 63,6% (frente a nuestro 85,1%).

V.2.1. Valorar la tasa de positividad de la determinacion viral VPH-AR

para detectar lesion CIN2+ subyacente

En nuestro estudio hemos obtenido una sensibilidad del 100% en la

determinacion viral VPH-AR, tanto para lesiones citolégicas ASC como para LSIL.

La especificidad ha sido muy baja, globalmente de un 30%, superior en ASC de

hasta un 45% que baja hasta el 20% en lesiones LSIL.

Szareewski (203) ha estudiado diversos tests para comparar S, E, VPP y

VPN, y no hall¢ diferencias significativas.

Con respecto a la edad (< o

>

significativas, variando en el estudio actual entre el 28-30%.

30 afios) no se observan diferencias

Tabla 49. Sensibilidad, Especificidad, VPP, VPN de la determinacion viral VPH-AR

para la deteccion de neoplasia cervical intraepitelial de grado 2 o mds en las series

publicadas

ESTUDIO ANO | N° PACIENTES | S

Koo 2013 73 67,6%
Denton et al 2010 810 92%
Edgerton et al 2013 63 100%
Fujii 2014 2014 427 94,9%
PALMS 96,4%
WOLFSBURG 100%
Nuestro estudio 2014 100%

E
66,7%
37.8%
21%
33,0%
90,2%
94,1%
30%

VPP
69,4%

50%
24,4%

58,8%

VPN
64,7%

100%
96,6%

100%
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V.2.2. Comparacion de ambas técnicas: Tincion dual p16/ki-67 versus

determinacion viral VPH-AR para detectar lesion CIN2+ subyacente

En ambos tipos de lesiones citologicas ASC y LSIL hemos visto ya que la tasa
de positividad de la tincion dual p16/ki-67 se asocia significativamente con el grado

histoldgico de las lesiones cervicales intraepiteliales.

Desde hace unos afios se ha adoptado como triaje para colposcopia la
determinacion de VPH-AR, ademds de como seguimiento en pacientes con resultados
citologicos andmalos como ASC y LSIL (162). Sin embargo, la baja especificidad de la
determinacion VPH-AR acompafiada de alta sensibilidad ha creado la necesidad de

encontrar marcadores para predecir la lesion cervical de alto grado.

En nuestro estudio se obtiene para VPH-AR una sensibilidad del 100%

acompafada, sin embargo, de una especificidad de solo el 30%.

Con la técnica dual en general la sensibilidad baja a un 92,8% pero logra una

especificidad del 54,74%.

Separados por diagndsticos vemos que en lesiones citologicas ASC la
sensibilidad para VPH-AR sigue siendo del 100%, con una especificidad algo mayor de
hasta el 45%; en la técnica dual la sensibilidad baja al 75%, pero con una especificidad
mayor estadisticamente significativa de 71,4%, lo que podria disminuir

significativamente el nimero de mujeres que se derivan a colposcopia (148).

En las lesiones citologicas LSIL la sensibilidad para VPH-AR es del 100% pero
con una especificidad de so6lo el 20%; con la técnica dual la sensibilidad se mantiene en
un 97,7% vy la especificidad alcanza el 47,8% con diferencias estadisticamente

significativas en cuanto a la especificidad.

La explicacion es que, mientras que la determinacion viral HPV-AR es positiva
en todas las infecciones transitorias (que suponen la gran mayoria de casos), la
positividad de la técnica dual pl16/ki-67 “sefnala” solo las células displasicas que han
sufrido transformacion por el VPH-AR, lo que le otorga ser una técnica altamente

sensible y especifica.
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En los distintos estudios consultados sobre aplicacion de la técnica dual p16/ki-
67, las sensibilidades y especificidades han sido del 64-100% y del 43-82% para la
técnica dual, y del 76-100% y del 19-56% para la determinacion viral HPV-AR. En
dichos estudios la técnica dual ha resultado superior a la determinacion viral para

detectar lesiones de alto grado.

Sin embargo, hay que notar que las especificidades registradas varian
enormemente de un 43% hasta un 82% para la técnica dual p16/ki-67, y de un 19% a un
56% para la determinacion viral VPH-AR. Waldstrem (149) opina que en esas
diferencias no tiene nada que ver el método de deteccion viral. En nuestro estudio puede
haber influido el método de obtencion del ADN a partir del bloque de parafina, como ya
apuntaron algunos autores (206,207,208,209), puesto que en 6 casos no se detect6 ADN

y en | caso no se detectd ni BR ni AR.

Tabla 50. Comparacion de sensibilidades y especificidades entre la técnica dual y la

determinacion viral VPH-AR en las distintas series

TECNICA DUAL P16/KI167 DETERMINACION VIRAL VPH-AR
SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD | SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
ESTUDIOS
ASC LSIL ASC LSIL ASC LSIL ASC LSIL
Schmidt 92,2% 94.,2% 80,6% | 68,0% 91% 96% 37% 19%
Longhavi 91% 98% 61% 43%
Wentzensen 85,5% 59,4% 93,5% 31,9%
Waldstrom - - 88% - 51%
Edgerton 64% --- 53% ---
Petry 92% 82%
Koo
Uijterwaal 89,7% 73,1% 96,3% 57,6%
Estudio 75% 97,7% 71,4% | 47,8% 100% 100% 45% 20%

actual
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Aparte de la validacion de las pruebas diagnésticas otra ventaja de la técnica
dual es que no estd bajo la influencia de la citomorfologia. En nuestro estudio se
considerd la positividad tnicamente con la doble tincion, independientemente del
aspecto celular. S6lo un autor evalu6 el nimero de células positivas (197), pero lo
relaciond con la alteracion citoldgica gradada en mas severidad, y no con el “gold

standard” de la biopsia.

Killeen (210) encuentra discretos aumentos de sensibilidad, VPP y VPN, siendo

la especificidad estadisticamente significativa a favor de la técnica dual.

En screening lkemberg (144) demostrd sensibilidad superior y no inferior

especificidad con la técnica dual respecto a la citologia con Papanicolau.

Wentzensen mostr6 que la realizacion de esta técnica podria disminuir el nimero

de innecesarias colposcopias.

Nuestro estudio recoge una sensibilidad global de 91,2%, similar a la gran serie

de Schmidt, con un 92-94% de sensibilidad.

La especificidad global en nuestro estudio es de un 55,2%, bastante inferior al
90% de Schmidt, pero en la serie de Wentzensen baja a 52%; en cualquier estudio,
siempre la diferencia estadisticamente es significativa, entre la técnica dual y la

determinacion de VPH-AR.

El aumento de especificidad que se demuestra con la técnica dual pl6/ki-67
sobre la determinacion viral podria valorarse desde el punto de vista de coste-
efectividad, ya que podrian evitarse colposcopias con el consecuente gasto que conlleva

211).

A priori la determinacién viral parece ser superior para estratificar el riesgo de
desarrollar una lesion neoplésica a largo plazo, y en cambio la técnica dual puede ser

importante para predecir su comportamiento inmediato, a corto plazo (148).
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V.2.3. Concordancia entre los dos métodos evaluados

Se ha observado un acuerdo o concordancia entre ambos tests de un 77%, con un

valor kappa de 0,49 que indica un acuerdo moderado.

Estos hallazgos estdn en consonancia con los hallados en la serie de Koo (162),

con una tasa de acuerdo o concordancia del 76% y un valor kappa de 0,511.

En la serie de Singh (205) la tasa de acuerdo alcanzo el 80% con un valor kappa

de 0,6, ya considerado un acuerdo moderado a bueno.

Nieh S (204) hace un estudio comparativo en citologias anémalas con sus

biopsias de seguimiento entre la expresion de p16 y la determinacion viral.

Waldstr¢m (149) examino las variaciones inter e intraobservador, y encontr6 de
moderada a buena reproducibilidad para interobservador (0,43-0,49 y 0,50-0,66) e
intraobservador (valores kappa de 0,42, 0,46 y 0,78).
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3° OBJETIVO: Ver si existe relacion entre la
técnica dual pl16/ki67 con los distintos genotipos virales
de alto riesgo en los casos confirmados histoldogicamente

como CIN2+. Frecuencia de genotipos

V.3.1. Prevalencia de genotipos en las biopsias CIN2+

En los 57 casos finalmente seleccionados como CIN2+:
* En 50 se demostr6 VPH-AR
* En 6 biopsias no se detecto ADN viral tras el protocolo de TEP
* En un paciente no se detecté ni VPH-AR ni VPH-BR

* Por tanto, la muestra que se seleccion6 fue la de 50 pacientes

Idoneidad del material genético obtenido

a) por método de extraccion del ADN: de las 57 muestras que se manejaron para
genotipado tras extraccion de ADN, en 6 de ellas no se detecté ADN, ya que la
obtencion de ADN gendmico de alta calidad a partir de TEP (tejido embebido en

parafina) es una tarea dificil, como ya apuntaron otros autores (206,207,208,209).

b) por grado de fragmentacion del ADN: nuestro método de genotipado usa primers
(MGMY09/11) que amplifican una region de 450 pares de base, lo que la hace menos
sensible que otros cebadores como el SPF10 que amplifican una region muy pequeftia de
la region L1 (de 65 pares de bases) comun a los diferentes VPHs. Esto le confiere una

gran sensibilidad especialmente para ADNs archivados en parafina o muy degradados.
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Nuestras biopsias demostraron un 87,7% de prevalencia de VPH-AR, similar a
la serie de Gonzalez-Bosquet (212), de un 84%. También en ese estudio se detectd
lesiones CIN2+ con negatividad para VPH-AR (19 casos) y 14 casos positivos para
VPH-BR. En nuestro estudio, en las biopsias CIN2+ donde si se hallo6 ADN viral, todas
tenian VPH-AR, algunas con algin VPH-BR adicional, pero nunca este ultimo solo. En

un unico caso se detectd ADN ni de AR ni de BR y en otros 6 no se detectdé ADN viral.
ANALISIS DE LOS RESULTADOS:

e La presencia de HPV-AR se encontr6 en 50/57 casos diagnosticados
histologicamente como CIN2+ (87,7%)

* El 56% de los casos fue infeccién por un tnico genotipo, frente al 44% en que
fueron infecciones multiples

* Se hallaron 16 genotipos distintos

* El mas frecuente fue el genotipo 16 (en el 58% de los casos)

* VPH 16 y 31 fueron los genotipos mas frecuentes en infecciones Unicas y/o
multiples

* Los 6 genotipos mas frecuentes en nuestra serie (16,31,18,51,45,58) detectados
en lesiones histologicas CIN2+ suponen una prevalencia del 92%

* Les siguen VPH 18, VPH 51 y VPH 58, los tres con 12% de frecuencia,
respectivamente

* Enel 62% de nuestras pacientes con biopsia de CIN2+ se detecto VPH 16 ¢ 18

* En el 38% de las pacientes con biopsia de CIN2+ se detectaron otros genotipos
diferentes al 16 y 18

* El VPH 45 aparece en un 6% de los casos, y

* VPH 53 s6lo un 4% de los casos

JUSTIFICACION DE LOS DATOS:

* En biopsias CIN2+ se observa un predominio de las infecciones unicas en el
material histologico, aunque no es significativamente distinto a las infecciones
multiples en el mismo material

* Los genotipos mas frecuentes han sido el VPH 16, 31, 18, 51, 45, 58
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COMPARACION CON OTROS ESTUDIOS O SERIES:

1. Infeccidn tnica / infecciones multiples:

* En la serie de Pérez Castro (213) en Galicia, sobre un total de 94 pacientes con
lesion CIN2+ se obtuvo un 47% de infecciones unicas y 53% de infecciones
multiples.

* Van der Marel (214) demuestra en un estudio ambicioso con microdiseccion con
laser en el material bidpsico que so6lo el 9% de las lesiones histologicas
CIN2/CIN3 se asocia a maultiples genotipos VPH-AR. Aunque el 28% de
mujeres con CIN2/CIN3 mostré multiples virus citologicos, la mayoria de
lesiones CIN2/3 contenian un unico VPH-AR. Encuentra también que el
genotipo 16 es el mas frecuente en CIN2/3, aunque resulte de una o multiples
infecciones.

* Quint (215) encuentra que en aproximadamente el 95% de los canceres
cervicales solo se encuentra un tipo de VPH-AR. Esto apoya el concepto de un
desarrollo clonal resultado de una infeccion persistente con un tnico VPH-AR.
En 60% de los casos de CIN2/3 se encuentran infecciones multiples.

* Las infecciones multiples ocurrieron en un 17,2% de las pacientes con CIN2+
del estudio de Tjalma (216)

* Las infecciones multiples eran mas frecuentes en mujeres mas jovenes, y con la

edad disminuian a Gnicas

2. Genotipos mas frecuentes:

* EI virus de alto riesgo que aparece mas frecuentemente es el VPH 16; se
demuestra en un 58% de los casos, proporcion similar a la serie de Pérez-Castro
(213)

e HPV 31 es el 2° mas frecuente (20% de los casos), tanto en infecciones simples
como en multiples, al igual que el estudio de Tjalma (216), pero mas alta que la
de Mazarico (217)

* En la serie de Pérez Castro también es el genotipo 31 el 2° en frecuencia

* Un estudio referido también a la region de Murcia (218), auque no en material

biopsico sino en anomalias citologicas y en el grupo de los HSIL se encuentran
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que los genotipos més comunes eran el 16, 45, 51, 33 y 31. Sorprendentemente
VPH 45 en otros estudios, al igual que en el nuestro, no ha tenido gran
prevalencia, por lo que concluyen que tal vez se haya sobreestimado su
presencia por el bajo tamano de la muestra (39 citologias HSIL)

Castle (224) en lesiones CIN3 encuentra, en orden de frecuencia: VPH 16, 31,
52,51 y 18, con una presencia de infecciones multiples de hasta 51,3%

Sandri (225) encuentra los mas prevalentes en lesiones preneoplasicas de alto
grado al VPH 16, 51 y 31, con un 7,3% para el VPH 18, con mas del 70% de
CIN3 producidos por el VPH 16

En mujeres infectadas por un unico genotipo los mas frecuentes fueron 16
(59,9%), 33 (10,5%), 31 (9%), 52 (3,9%) y HPV18 (3,6%) , segiin Tjalma (216)
En mujeres infectadas con multiples gnotipos los mas frecuentes fueron 16
(59,9%; 55.6-64.1), HPV 31 (26,0%; 22,4-30.0), HPV 52 (23,4%; 19,9-27,2),
HPV 33 (18,0%; 14.8-21.5), HPV 51(15,0%; 12,1-18,3) y HPV 18 (14,2%j;
11,4-17,5)

Una posible explicacion a la variabilidad de genotipos encontrados en los
diferentes estudios es que la prevalencia de los diferentes tipos virales de VPH
varia segin la region estudiada (219), y que ademds se ha producido un
incremento de la inmigracion en los Gltimos afios.

Nuestros resultados son equivalentes a los obtenidos por Moreno Docon (220).
Dicho estudio estd referido a la totalidad de areas de salud de Murcia y el
estudio actual a solo un area, la I de Murcia. Ademas, el estudio de Moreno
Docon (220) se aplica a resultados citologicos y en mi estudio es ya sobre
resultados comprobados histologicamente como CIN2+. El citado estudio
obtiene un orden de prevalencia de: 16 (45,5%), 31(13,4%), 51 (11,4%),58
(11,1%),52 (8,5%) y 33 (7,3%),... con 18 (4,9%)

Los 8 tipos mas frecuentes de VPH ( 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58) detectados
son similares a los encontrados por Pérez-Castro (213). Notar que en nuestra
serie ha faltado un genotipo, VPH 35, que no se ha detectado ni como infeccion
multiple.

En la informacion recogida en el fact Sheet 2013 de la OMS/ICO con referencia

a los tipos mas frecuentes de VPH en Espafia, en relacion con lesioén
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intraepitelial escamosa de alto grado, se obtiene la siguiente informacion de

frecuencia de tipos virales:

&

*

*

El mas frecuente es el genotipo 16, con un 40%

A distancia (5,6% ) le sigue el genotipo 33

El 31 ocupa el 4° puesto, con un 3,8% de frecuencia
El tipo 18 el 5° puesto, con un 2,7% de frecuencia

El tipo 45 el 10° puesto, con un 1,3% de frecuencia

Figura 66. Frecuencia de tipos de VPH en lesion intraepitelial de alto

grado (HSIL) (modificada de ICO Information centre on HPV and Cancer, fact

sheet 2013)

High—grade lesions(3)

HPV-type

: Fact Sheet 2013

: Estudio actual
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. Genotipos 16 y/o 18:

Hasta un 55,4% de las mujeres estudiadas con lesiones histologicas de CIN2+
fueron infectadas exclusivamente por VPH 16 6 18 (212), y hasta un 69,9% si se
trata de infecciones multiples, lo que indicaria una proteccion con la vacuna de
casi un 70%

La deteccion de los genotipos de VPH-AR en lesiones CIN2+ es de 55-63% para
VPH 16 y 18, 3-7% para HPV 45, 23% para 31-33-35-52-58, y alrededor del
10% para otros tipos (213)

Apuntar que también en el 62% de nuestras pacientes con biopsia de CIN2+, se
detectdé VPH 16 6 18, superior al estudio de Gonzalez-Bosquet, de un 42,7% y
al de Pérez Castro de un 58%. En el fact sheet de la oms/ico se recoge una
frecuencia de 57,4% para VPH 16 y/o 18.

Los casos en que no existia ni VPH 16 ni VPH 18 en nuestro estudio fue de un
38%, frente al 42,8% de los casos en la serie de Pérez Castro, o al 55,8% de los

casos de la serie de Gonzalez-Bosquet.

. Genotipo 18:

Van der Marel (176) apoya que la relativa infrecuencia de la deteccion del VPH
18 en los casos con CIN2/3, pese a que es el 2° mas frecuente ya en CCU, podria
ser explicado por la infeccion de las células glandulares en el canal endocervical
o en las células metaplasicas inmaduras que son menos accesibles a la toma de
muestra y a que también las anomalias citologicas que causa estdn mas
pobremente definidas que infradiagnostican la severidad de la lesion subyacente.
Las lesiones ck7+/p16+ se deberian de manejar como borderline lesiones de alto
grado, aunque morfologicamente sean CIN1. AIM (metaplasia escamosa
inmadura atipica) se distingue de la metaplasia inmadura por agrandamiento
nuclear y atipia en un epitelio multicapa indiferenciado en la parte mas interna
de la union escamocolumnar (35), positivo para pl6, ck17 y algunas veces para

ck7.
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AIM es una forma particular de infeccion por el VPH 18 en mujeres con
CIN2/3. Usando solo como gold standard del screening la lesion CIN2+, se
infradiagnostica la presencia de VPH 18 (221)

e Safaeian (222) encuentra una baja prevalencia del VPH 18 y 45 en las lesiones
preneoplasicas, a diferencia de los céanceres invasivos, probablemente por
hallarse en una patologia oculta (222)

e El VPH 18 es relativamente infrecuente en CIN2/3, a diferencia del carcinoma

cervical y, sobre todo, del adenocarcinoma (221).

5. Genotipos menos frecuentes:

* Es de notar que en nuestro estudio la prevalencia relativa del genotipo 45 es
significativa. Comparado con estudios de prevalencia a nivel Europeo vemos
que el 45 no es de los mas prevalentes (219); hay que ir a buscar en las series de
Africa fundamentalmente y en menor medida también América del sur y
Centroamérica para ver que alli el genotipo 45 es relativamente prevalente. Eso
hace suponer que, probablemente, el aumento del genotipo 45 que vemos
también sea debido a la inmigracién, como ya apunté en su tesis doctoral
Moreno (220).

e EL VPH 53 presenta en nuestro estudio una prevalencia muy baja, del 4%,
sensiblemente inferior a las series publicadas , pero similar a la serie del estudio
de Conesa-Zamora (218), en nuestra region de Murcia.

e La persistencia de los VPH 31 y 45 predice progresion a lesion intraepitelial
escamosa (223).

e La prevalencia de los distintos genotipos en carcinoma escamoso invasor difiere
sensiblemente de los prevalentes en lesiones CIN2+ (226,227), siendo los mas
frecuentes: VPH 16, 18, 33, 31, 45, 35, 52 y 56. Llama la atencién cémo la
prevalencia del 18 no es tan significativa en las lesiones CIN2+ como si lo es en
las lesiones infiltrantes (228) (carcinoma escamoso y fundamentalmente
adenocarcinoma)

* Es de destacar la alta prevalencia que obtenemos con el VPH 31 y en menor

medida también con VPH 45, ambos ya en lesiones CIN2+. Otros autores (223)
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han comprobado una mayor progresion, estadisticamente significativa, de los
genotipos 31 y 45 a lesiones neoplésicas, con respecto a los otros genotipos no-
VPH 16 ni VPH 18.

Se comprueba también la bajo prevalencia de HPV 18 y HPV 45, 39, 59 y 68 en
lesiones intraepiteliales escamosas de algo grado (224) , siendo mas frecuentes

16,31, 33, 35, 51, 52, 58 y 66 (216).

V.3.2. Relacion entre técnica dual y los diferentes genotipos

No hay diferencias estadisticamente significativas. No se ha confirmado

relacion entre la positividad de la técnica dual con ningtin genotipo concreto.

Si parece observarse cierta tendencia del genotipo 56 a dar resultados
positivos en la técnica dual, pero los casos son minimos (n=3), y no ha sido

estadisticamente significativo.

Tal vez el tamafio muestral, dados los 16 genotipos implicados en nuestros

57 casos de CIN2+, sea pequefio y no se pueda sacar conclusiones.

181












Conclusiones

Con la introduccion de la tincion dual pl6/ki-67 en el triaje de ASC/LSIL la
sensibilidad global es del 91,2%, para detectar lesiones CIN2+. Por tanto, aumenta
la precision para detectar lesiones de alto grado, en comparacién con soélo la

citologia.

La sensibilidad de la técnica dual para detectar lesiones CIN2+ es muy alta en LSIL
(97,8%), por lo que podemos afirmar que casi el 100% de mujeres diagnosticadas

con LSIL y con lesion CIN2+ van a ser correctamente identificadas con esta prueba.

La especificidad para ASC es bastante mas alta que para LSIL, y muy superior a la
determinacion viral VPH-AR, de un 75%, por lo que casi las tres cuartas partes de
las mujeres sanas diagnosticadas con ASC van a ser correctamente identificadas con
la negatividad de esta prueba. Se reducen asi los falsos positivos, y se ofrece un

manejo mas eficaz en las mujeres con este diagnostico.

En ambos casos, tanto para LSIL como para ASC, la técnica dual tiene un alto VPN,
por lo que ante un resultado negativo podremos descartar con alta probabilidad la

presencia de lesion cervical precursora CIN2+.

Existen diferencias estadisticamente significativas en la especificidad entre la
técnica dual y la determinacion de VPH, tanto para ASC como para LSIL, ya que la
ausencia de lesidbn precursora se sigue de un bajo n° de negativos en la

determinacion viral (muy baja especificidad), que no ocurre con la técnica dual.

La concordancia entre ambos tests (dual y determinacion viral VPH-AR por HC2)

ha resultado moderada.
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