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ACOG: American College of Obstetrician and Gynecologist

ACS: American Cancer Society

ADN: Acido desoxirribonucleico

AEPCC: Asociacion Espafiola de Patologia Cervical y Colposcopia

AGUS: Atypical glandular cells of undetermined significance (células glandulares
atipicas de significado incierto)

ARN: Acido ribonucleico
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ASC-US: Atypicall squamous cells of undetermined significance (células escamosas
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CIN: Cervical intraepithelial neoplasia (neoplasia intraepitelial cervical)
CIS: Carcinoma in situ

CCU: Cancer de cuello uterino

CNE: Centro Nacional de Epidemiologia

DIU: Dispositivo intrauterino

FDA: Food and Drug Administration

HC2: Hybrid Capture 2 (Captura Hibrida 2)

HE: Hematoxilina-Eosina

HSIL: High grade squamous intraepithelial lesion (lesion escamosa intraepitelial de
alto grado)

HUVVM: Hospital Universitario Virgen de la Victoria de Méalaga

IARC: International Agency for Research on Cancer (Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer)

IFCPC: International Federation for Cervical Pathology and Colposcopy
LEC: Legrado endocervical

LEEP: Loop electrosurgical excision procedure (gran escision con asa de la zona de
transformacion)



LLETZ: Large loop excision of the transformation zone (gran escision con asa de la
zona de transformacion)

LSIL: Low grade squamous intraephitelial lesion (lesion escamosa intraepitelial de bajo
grado)

NS: No significacion estadistica

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reaccidn en cadena de la polimerasa)
pRB o pRb: Proteina del retinoblastoma

SEAP: Sociedad Espafiola de Anatomia Patoldgica

SEC: Sociedad Espafiola de Citologia

SEE: Sociedad Espafiola de Epidemiologia

SEGO: Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia

SIL: Squamous intraephitelial lesion (lesion intraepitelial escamosa)
SIL-AG: lesién intraepitelial escamosa de alto grado

SIL-BG: lesion intraepitelial escamosa de bajo grado

TGI: Tracto Genital Inferior

UEC: Union escamocolumnar

VHS: Virus del Herpes Simple

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana

VPH: Virus del Papiloma Humano

VPH-AR: VPH de Alto Riesgo

VPH-BR: VPH de Bajo Riesgo

VPN: Valor predictivo negativo

VPP: Valor predictivo positivo

WHO: World Health Organization (OMS: Organizacion Mundial de la Salud)

ZT: Zona de transformacion
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1. CANCER DE CUELLO UTERINO

Uno de los descubrimientos méas importantes en la investigacion etioldgica del
cancer de los ultimos 25 afios ha sido la demostracion de la relacion causal entre la
infeccion persistente por ciertos genotipos del VPH vy el posterior desarrollo de cancer
de cuello uterino (CCU).

La evidencia cientifica acumulada a partir de estudios viroldgicos, moleculares,
clinicos y epidemiologicos ha permitido demostrar y describir de forma inequivoca que
el CCU es en realidad una secuela a largo plazo de una infeccidn de transmision sexual
no resuelta, por genotipos oncogénicos del VPH®.

1.1. Epidemiologia

Los programas de screening del cancer de cérvix han reducido la incidencia y la

mortalidad del CCU en aquellos paises en los que se han implantado®.

A pesar de ello, el cancer de cérvix representa a nivel mundial el segundo cancer
mas frecuente (tras el de mama) en mujeres entre 15 y 44 afios, y la tercera causa de

mortalidad por cancer entre las mujeres®.

Los casos de incidencia en la poblacion femenina en el afio 2010 han sido

585.278 y como causa de muerte se ha asociado a 327.899 mujeres®.

Cerca del 83% de los casos se producen en paises en vias de desarrollo®,
principalmente en Asia, Africa y Sudamérica, donde el cancer cervical constituye el
15% del total de los canceres femeninos.

Sin embargo, en los paises industrializados el CCU supone alrededor del 3,6%

de los nuevos casos de cancer®.

Las tasas de incidencia de CCU varian entre las regiones del mundo (Figura 1)*:
las tasas mas altas estdn en las regiones del Este Africano, especificamente en
Zimbabwe y Uganda con tasas de incidencia estandarizada por edad (TEE) de 47.3 y
45.8 casos por 100.000 mujeres respectivamente; y en Ameérica Latina, donde la ciudad
de Trujillo en Peru reporta el nivel mas alto en el continente (43.9 por 100.000);
mientras que las tasas de incidencia mas baja se han encontrado en lIsrael y en Egipto
(2.4 'y 2.1 por 100.000)" 8,
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Figura 1. Tasas de incidencia de cancer de cuello uterino estandarizadas por edad por
100.000 mujeres. (Fuente: GLOBOCAN 2008)*.

Las tasas de incidencia son muy variables entre los distintos paises de Europa,
asi pueden oscilar desde los 4.7 casos/100.000 mujeres en Finlandia y los 27.4 casos por

100.000 mujeres en Serbia y Montenegro® °.

En general las tasas mas bajas se encuentran en los paises del Norte de Europa,
mientras que las mas altas se observan en los paises del Sur y Este de Europa, Serbia y
Montenegro, Bosnia, Albania, Rumania y Bulgaria.

En Espaia la tasa de incidencia estimada es de unos 8.2 casos por 100.000
mujeres, siendo una de las menores dentro de la Union Europea, después de Finlandia,

Malta, Grecia, Holanda e Irlanda.

En Espafa los tumores genitales representan alrededor del 16% de los canceres
de la mujer. Y dentro de los mismos, el orden de frecuencia coloca en primer lugar al
cancer de endometrio (6,7%), en series actuales es seguido del cancer de ovario (4.7%)

y del cancer de cérvix (4.5%).

La incidencia de CCU en Esparia se halla en el segmento bajo europeo, con una
tasa poblacional media de 7,6 por 100.000/afio (Figura 2)*°, segin los datos
comunicados por los registros de cancer espafioles a la Agencia Internacional de

Investigacion en Cancer (IARC) dependiente de la Organizacion Mundial de la Salud
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(OMS)™ 12, La tasa més alta ha sido comunicada por el registro de Asturias (11.5 por
100.000 mujeres/afio; tasa ajustada por edad: 7,1 por 100.000 mujeres/afio) y la méas
baja por el de Zaragoza (6.5 por 100.00 mujeres/afio; tasa ajustada por edad: 4.1 por
100.000 mujeres/afio).

En Andalucia, solo se dispone del registro de Granada, que ha comunicado a
partir de datos obtenidos en el periodo comprendido entre 1998 y 2002 una incidencia

de 8.1 por 100.000 mujeres/afio (tasa ajustada por edad: 6.0 por 100.000 mujeres/afio).

Breast
Zolorectum
Zorpus uter

Owvary

Lung

Mon-Hodgkin ymphoma
Cenx Uter

Leukaemia

Thyroid

Melanoma of skin
Stomach

Erain, nervolus systerm

Fancreas
Kidney _
M Incidence
Eladder B Mortality
0 20 40 60 80

ASE W) rate per 100,000

Figura 2. Estimacion de tasas estandarizadas por edad de incidencia y mortalidad de
céncer de cérvix en Espafia™.
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1.2. Mortalidad

Las tasas de mortalidad son sustancialmente inferiores a la incidencia. En todo el
mundo, la relacién entre mortalidad e incidencia es del 52% (Figura 3)'%. EI CCU es
responsable de unas 280.000 muertes en el mundo y un 85% de ellas ocurren en paises

en vias de desarrollo.

El cancer de cérvix en Europa es la séptima causa de mortalidad por cancer, pero

en las mujeres de 18 a 45 afios, es la segunda causa.

En la Union Europea se estima que este tumor fue responsable de unas 16.000

muertes en el afio 2004,

Eastern Africa
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Middle Africa

Central America
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GLOBOCAN 2008 (IARC) (21.9.2013) W Mortality

Figura 3. Tasas de incidencia y mortalidad de cancer de cérvix estandarizada por edad
(x100.000) (segtn la poblacién mundial)®.
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En Espafia las tasas de mortalidad por cancer ajustadas a poblacion europea han
sido publicadas por el Centro Nacional de Epidemiologia (C.N.E.) en el proyecto
Ariadna®. La media espafiola de mortalidad por CCU en el afio 2007 fue de 2.1 por
100.000 mujeres.

Dentro de Espafia la tasa de mortalidad varia segun las Comunidades
Auténomas. Melilla tiene una de las mayores tasas (7.11 muertes/100.000 mujeres),
seguida de Canarias, Asturias, Baleares y Galicia (3 muertes/100.000 habitantes entre
los afios 1996 y 2000).

La mortalidad por CCU ajustada a la poblacién europea en las provincias
andaluzas es la siguiente: Granada (0.97/100.000 mujeres), Cordoba (1.13/100.000
mujeres), Cadiz (1.70/100.000 mujeres), Sevilla (1.70/100.000 mujeres), Malaga
(1.76/100.000 mujeres), Almeria (2.04/100.000 mujeres), Jaén (2.71/100.000 mujeres) y
Huelva (4.49/100.000 mujeres)*®.

Las tasas de supervivencia son muy variables a nivel mundial. Asi en Estados
Unidos la tasa de supervivencia a los 5 afios se sitda en torno al 72%?, en Europa en el

63%'" y en Africa la supervivencia a los 5 afios supone sélo el 30.5%2.

En Europa la supervivencia es variable entre los diferentes paises, siendo
significativamente mayor en los paises del Norte y por el contrario sensiblemente menor

en paises como Polonia, Portugal o Espafia’’.

La revision de los datos aportados por casi 50 registros, europeos entre los afios
1988 y 1999 ha permitido analizar la evolucion de la supervivencia a este tumor.
Globalmente la supervivencia ha mejorado en toda Europa pasando del 64.8% hasta el
66.1%. AuUn asi, cabe destacar que en los Ultimos afios se ha producido una ligera

disminucién debida al incremento del riesgo observado entre las mujeres mayores™.
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2. VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

2.1. Estructura genémica del virus

Los papilomavirus humanos (VPH), miembros de la familia Papovaviridae, son
pequefios virus de 55-60 nm de didmetro. Presentan una capside icosaédrica compuesta
de 72 capsémeros. Su ADN es circular, de doble cadena, de 8.000 pares de bases
(Figura 4). Su estructura genomica es compartida por los mas de 100 tipos
secuenciados. Consta de varios genes u ORF (“Open Reading Frames”) de dos tipos
diferentes: hasta ocho genes de expresion temprana (E1-E8) (“Early”), cuya expresion
se traduce en proteinas implicadas en la regulacion y replicacion viral; y dos genes de
expresion tardia (L1, L2) (“Late”) cuya expresion genera las proteinas para el
ensamblaje de la cubierta viral, la capside. Una region de control, denominada LCR
(“Long Control Region”) o URR (“Upper Regulatory Region”), serd la encargada de

controlar la expresion de los genes E6 y E7%°.

VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO HPV
Estructura gendmica y funcion de las proteinas virales

Familia papoviridae

ADN de doble cadenacircular: 7800-7900 pb
Sin envoltura

Capsideicosaédrica

Regiones codif. (ORFs)

6-8 tempranas E1,E2,E4,E5, E6 y E7

2 tardias L1yL2

Regién no codif. (URR)

FinalL1y comienzo E6

L1semejante
Diferente E6 y E7

Figura 4. Estructura gendémica del VPH.
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CARACTERISTICAS Y FUNCIONES DE LAS PROTEINAS DEL VPH
Elementos gendmicos no codificadores:

e Region larga de control (LCR) o region reguladora no codificante
(URR): constituye el 15% del genoma viral. No codifica proteinas pero
contiene elementos necesarios para la regulacion de la expresion de los

genes, la replicacion del genoma y su ensamblaje en particulas virales.

Region temprana: representa el 45% del genoma. Tiene hasta ocho regiones de
lectura abierta (E1-E8) que codifican las proteinas no estructurales, cuya funcion es

controlar la replicacion del ADN viral.

e EL: es una proteina con actividad ATPasa y ADN helicasa. Es necesaria
para la replicacion del ADN viral y el control de la transcripcion.

e E2: es el principal regulador de la transcripcion de los genes virales, se
une al promotor transcripcional como un dimero. Ademas E2 reprime a
los promotores p97 (VPH 16) y pl05 (VPH 18), encargados de la
transcripcion de las proteinas E6 y E7 (oncogenes virales), reduciendo la
sintesis de las mismas. Interfiere en la sintesis de la proteina p53, lo que
produciria finalmente la detencion del ciclo celular en G1 y la apoptosis.

e E3: es una proteina cuya funcion no se conoce, solo esta presente en
algunos tipos de VPH.

e E4: se fusiona con regiones de E1 formando la proteina mixta E1-E4.
Interviene en el ciclo celular en G2, a través de la unién a ciclinas y
quinasas dependientes, alterando el soporte estructural del citoesqueleto.

e Eb5: se localiza principalmente en la membrana citoplasmatica de la
célula huésped, interactuando con algunos factores de proliferacion
celular.

e EG6: interfiere con la funcidn de numerosas proteinas celulares. La union
de E6 del VPH de alto riesgo a p53 conduce a la degradacion de esta
Gltima; en ausencia de p53 los reguladores negativos del ciclo celular no
se expresan y la proliferacion celular sigue incluso en condiciones
inadecuadas, lo que conduce a mutaciones y anomalias cromosomicas.

e E7: induce la proliferacion celular no programada; activa los reguladores

positivos del ciclo celular e inhibe reguladores negativos y supresores de
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tumores, principalmente pRB causando su degradacion y la activacion

consiguiente de genes celul
(Figura 5).

ares involucrados en la replicacion de ADN

|p53 > bax—> APOPTOSIS
PARADA DEL
@ — PRB-E2F ——> |10 CELULAR

E6 y E7, al anular las
funciones de p53 y pRb
promueven la
proliferacion celular e
inhiben la apoptosis

Figura 5. Funciones de E6-E7.

Hay que destacar que los genes E6 y E7 de los VPH 16/18 son considerados

como potentes oncogenes virales ya que sus productos interactGan con numerosas

proteinas celulares induciendo proliferaciéon celular y transformacién maligna de las

células infectadas?:.

Una constante actividad de las oncoproteinas E6 y E7, durante la infeccion

viral, provoca una inestabilidad cromosomica severa, la acumulacion de mutaciones en

oncogenes, pérdida del control del crecimiento celular y finalmente cancer?.

E8-E2C: codifica una proteina de reciente descripcion que consta de la

fusion del producto de un p

equefio ORF E8 con parte de la proteina E2.

Esta proteina de fusién es capaz de reprimir la replicacion del ADN viral

asi como su transcripcion,

por ello se cree que juega el papel mas

importante en el mantenimiento de la latencia viral observada en las

células basales del epitelio infectado?.
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Regidn tardia: corresponde al 40% del genoma. Consta de dos genes (L1-L2).

e L1: es la proteina mayor de la capside viral, se autoensambla en
capsoémeros y capside. Interactla con L2 y con receptores de la célula.

e L2: es la proteina menor de la cépside viral, interactia con el ADN. Se
cree que facilita el ensamblaje del virion y puede interactuar con

receptores de las células.

Mientras que los genes de expresion temprana, (E), difieren notablemente en su
secuencia entre los diferentes tipos de VPHSs, los genes de expresion tardia, (L),

presentan notables similitudes entre ellos.

Esta peculiaridad convertira a estos genes, especialmente a L1, en la diana
principal de la deteccion de ADNs virales por métodos de “consenso” al contrario de la

deteccion “tipo especifica” que utilizara genes con alta variabilidad entre tipos como E6

y E7%,
2.2. Clasificacion de los VPH

La familia de los VPH cuenta con mas de 118 tipos diferentes (aislados y
secuenciados) de los cudles, aproximadamente 40, se asocian a infecciones del tracto

genital y 12 son clasificados como carcinogénicos®.

Dado el rapido incremento en el nimero de VPH aislados que se han demostrado
de forma clara, se ha necesitado una clasificacién taxondmica dentro de la familia
Papillomaviridae la cual fue realizada por de Villiers en el afio 2004%°. Esta

clasificacion intenta cubrir tres objetivos:

v' Establecer una relacion entre los distintos tipos de virus del papiloma.

v Poder comparar el término de tipo de papiloma virus contra el término
taxondmico “especies” y “genero”, los cuales se usan de forma
sistematica por todos los organismos bioldgicos y frecuentemente se
aplica en virologia.

v Poder investigar entre la clasificacion taxonémica y bioldgica y las

propiedades patoldgicas del virus.

10
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Es problematico correlacionar los grupos filogenéticos con la terminologia
taxonomica tradicional y las propiedades virales. De forma especifica a veces hay
coincidencia con las propiedades patoldgicas y bioldgicas, pero esto no ocurre siempre.
La evolucién de los tipos se ha debatido de forma extensa por varios autores®’2°. Los
estudios comparativos se realizan usando la proteina E6, L1 o bien combinando E6-E7-
L1 ORFs.

La comparacion de las secuencias entre el genoma completo de los 118 VPH
revela una gran diversidad entre virus, pero se ha encontrado una distribucion similar
comparando las secuencias L1 y ORF, lo que ha dado tres niveles de clasificacion
taxondmica nombrandolos como género, especies Yy tipos. Este grupo de trabajo utilizo
la clasificacion estandar del International Comittee on the Taxonomy of Viruses (ICTV)
que le condujo a una interpretacion oficial de grupos filogenéticos como tipos de VP,
“géneros” y “especies” respectivamente. Taxonomicamente se denominan géneros Alfa,
Beta, Gamma, Delta, Epsilon, que corresponden a genotipos humanos del VPH (Figura
6).
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Figura 6. Clasificacion taxonémica de los papilomavirus®
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Los tipos de papilomavirus, tanto humanos como animales, que se conocen hasta
el momento, forman 16 géneros distintos, 5 de ellos estdn compuestos exclusivamente
por VPH y papilomavirus identificados en monos, y los otros géneros contienen tipos

encontrados en varios mamiferos.

El género clinicamente mas importante es el conocido como Alfa-papilomavirus,
el cual contiene todos los VPH asociados con lesiones mucosas y genitales que emergen
de grupos originalmente llamados VPH “genitales” o “mucosos”. Los Beta-
papilomavirus incluyen todos los tipos de VPH asociados con epidermoplasia

verruciforme cutanea.

Filogenéticamente existe un nivel por debajo del género y por encima del tipo de
VPH que es la especie. El término no es usado por los investigadores. Todos los VPHs

del género Alfa-papilomavirus forman 15 especies.

Un ejemplo de especie es el nimero 9 que se agrupa con los tipos VPH 16, 31,
33, 35, 52, 58 y 67; de todos ellos el méas estudiado es el 31 que comparte similitud
bioldgica y propiedades clinicas con el VPH 16. En la especie 7 se ubica el VPH 18.

La clasificacion epidemiolégica realizada por Mufioz*® en el afio 2003 esta
basada en un trabajo sobre once estudios en el que participan 9 paises, donde se analiza
la prevalencia del VPH mediante la presencia de ADN viral por reaccion en cadena de
polimerasa (PCR) y comparando los genotipos entre casos-controles y pacientes. El
resultado fue la identificacion de 15 genotipos de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 68, 82 y 73). Hay 3 genotipos (26, 53 y 66) que son considerados
como probables alto riesgo. Doce genotipos (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 y
CP6108) son considerados como bajo riesgo y 3 genotipos (34, 57 y 83) se asocian a

riesgo indeterminado.

Cuando se compara con el grupo filogenético se observa una discrepancia entre
dos genotipos de VPH: el VPH 70, clasificado filogenéticamente como alto riesgo, pero
calificado en la clasificacion epidemioldgica como bajo riesgo; y el genotipo VPH 73, el
cual fue clasificado como un bajo riesgo filogenéticamente pero genotipo de alto riesgo

epidemioldgicamente.
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Tabla 1. Clasificacién epidemiolégica de los papilomavirus®

(en funcion de su riesgo de transformacion neoplésica).

Clasificacidn filogenética Clasificacion epidemioldgica
Alto riesgo Bajo riesgo
Alto riesgo 16,18, 31,33, 70

35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59,
68, 82, 26%,

53%*, 66*
Bajo riesgo 73 6,11,40,42,43,44,
54,61,72,81,
CP6108

*Probable Alto riesgo.

Esta clasificacion epidemioldgica tiene una importante implicacion para la
puesta en marcha de estrategias de cribado, mediante deteccion de ADN de VPH sobre

todo para los genotipos de alto riesgo.

En funcion de su tropismo se clasifican en cutdneos y mucosos. Los primeros se
detectan en lesiones como verrugas cutaneas, en enfermos con epidermoplasia
verruciforme y en algunos canceres de piel no melanoma. En relacion con su potencial

oncogeénico, los mucosos se clasifican de alto (VPH-AR) y de bajo riesgo (VPH-BR).

Datos procedentes de 11 estudios de casos y controles realizados en diferentes
paises han identificado genotipos virales de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 y 82); y de bajo riesgo (6, 11, 26, 40, 42, 43, 44, 54, 55,
57, 61, 70, 72, 81 y 84)*" 32 El 6 y 11 son responsables de verrugas genitales o
condilomas acuminados. De los VPH-AR los méas comunes son el 16, detectable en el
60% de todos los canceres, siendo también el mas persistente. De otro 10% son
responsables el 18, 31 y 45, éste ultimo principalmente responsable de los carcinomas
invasivos de presentacion temprana, sobre todo en mujeres jovenes, y otros presentes en

lesiones invasivas como son el 33, 35, 52 y 58%.
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2.3. Prevalencia de la infeccion por el VPH

El VPH representa la infeccion de transmision sexual mas frecuente. Su
prevalencia es muy elevada en varones y en mujeres jovenes sexualmente activos. En la
segunda década de la vida se estima una prevalencia del 20-25%, pero en algunos
grupos de adolescentes o de mujeres jovenes la infeccion llega a afectar hasta un 70%
de individuos®. En la tercera década la prevalencia disminuye, y a partir de los 35 afios

se mantiene estable en unos valores proximos al 5%,

La deteccion de los tipos de VPH mediante técnicas de PCR presenta una gran
variabilidad en la poblacién general, segln la edad y la situacion geografica, tal y como
se ha puesto de manifiesto en un analisis combinado llevado a cabo por la IARC®, y en

un meta-analisis de estudios publicados®®.

En mujeres asintomaticas de la poblacion general, la prevalencia de infeccion

por VPH oscila entre un 2% y un 44%®'.

Un meta-andlisis reciente ha estimado la prevalencia del VPH en mujeres con
resultados normales en la citologia de Papanicolaou a partir de datos procedentes de 78
estudios publicados®. La prevalencia total ajustada es del 10.41%, con una variabilidad
regional considerable que varia desde un 8.08% en Europa hasta un 22.12% en Africa.
Se estima que alrededor de 105 millones de estas infecciones seran debidas a los tipos
16 0 18.

El anélisis combinado de la IARC® utiliz6 el mismo método de PCR para
evaluar muestras recogidas sistematicamente en todo el mundo y sus resultados

corroboran, en general, estas observaciones.

Los resultados de otro meta-andlisis también ponen de manifiesto que la
prevalencia es maxima en mujeres jovenes y disminuye en los grupos de mediana

edad®®,

Un estudio de prevalencia de infeccién por VPH en mujeres con resultados
citolégicos normales, realizado en 5 continentes®, destaca una prevalencia global
estimada del 11.7% (Figura 7).
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Figura 7. Prevalencia de la infeccion por VPH en distintas areas geograficas en mujeres
con citologia normal®.

Se estima que los tipos 16 y18 son responsables del 70% de casos de CCU en
todo el mundo. La prevalencia relativa del VPH 18 es méas importante en el
adenocarcinoma que en el carcinoma escamoso de cérvix™.

En el estudio CLEOPATRE*, diseflado para medir la prevalencia de la
infeccion por VPH, con una muestra de 3.200 mujeres espafiolas entre 18 y 65 afios, se
obtuvo una prevalencia global en este grupo de edad del 14%.

Si se calcula este porcentaje para el grupo de edad entre 19 y 25 afios el valor
aumenta a un 25-30%.

En Malaga, la prevalencia del VPH en mujeres climatéricas de més de 50 afios
con citologia normal es del 11.43%%**. El genotipo mas frecuente fue el VVPH 16
seguido del VPH 58, 51 y 18. Este pico de infeccién en mujeres alrededor de la
menopausia puede ser debido a una reactivacion de infecciones latentes, causadas por
una pérdida gradual de la inmunidad o por infecciones nuevas que ocurren en el periodo

perimenopausico.
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La Figura 8 muestra la distribucion de los tipos de VPH en mujeres con citologia
normal, LSIL, HSIL y cancer de cérvix en Espafia, segun el estudio publicado por el
ICO HPV Information Centre* en Marzo de 2015.
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Figura 8. Distribucion de los tipos de VPH en mujeres con citologia normal, LSIL, HSIL y

cancer de cérvix en Espafia®.

Datos actualizados al 12 Diciembre 2014.
High-grade lesions: CIN-2, CIN-3, CIS o HSIL; Low-grade lesions: LSIL o CIN-1.
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2.4. Transmision de la infeccion por el VPH. Mecanismo de

regulacion del ciclo celular

El virus se transmite con facilidad por contacto sexual, probablemente a través
de erosiones minimas o imperceptibles de la piel o las mucosas. Aunque la transmisién
coital sea probablemente la via mas frecuente de contagio del cuello de Gtero, en las
mujeres con relaciones homosexuales® se han presentado infecciones del &rea
anogenital y una extension a partir de ésta, por autoinoculacion, a otra localizacion del

epitelio del tracto genital, como el cuello uterino.

Es probable que el contacto sexual explique las vias de exposicion a una

infeccion por el VPH por contacto y entrada a la zona de transformacion®’.

Por razones desconocidas, se suele iniciar el proceso oncogénico en estas areas
denominadas “zonas de transformacion” que corresponden a la zona de transicion del
epitelio escamoso del exocérvix a epitelio glandular endocervical. La situacion
anatomica de esta region es dinamica, segun la edad, respecto de la posicion que ocupa
en el canal endocervical. Estas son areas de epitelio glandular, expuestas a un medio
(region exocervical) que no es el habitual, en las que un tipo de epitelio entra en
contacto con otro y lo sustituye progresivamente, realizando esta adaptacion mediante
un proceso de transformacion denominado metaplasia. EI cuello uterino, el ano y las
amigdalas son ejemplos de zonas de transformacion susceptibles de carcinogénesis. El
virus se introduce en el epitelio a través de varios mecanismos: micro-trauma durante la
relacion sexual o mediante contacto directo con piel u objetos infectados. En el
embarazo y en el periodo perinatal es posible el paso del VPH de forma ascendente y

vertical.

El virus infecta a células del estrato basal, algunos virus tienen un estado latente,
donde hay poca replicacion viral, manteniendo el genoma en estado silente o con poca
expresion génica, aprovechando la maduracion del epitelio donde el virus se replica de
manera masiva (de 50 a100 copias)“®.

El ciclo vital de los VPHs se encuentra estrechamente ligado al programa de
diferenciacion de su célula huésped. El epitelio escamoso estd formado por 20 o 30
capas de ceélulas, de las cuales solamente la capa basal méas interna se divide de forma

activa.
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Los VPHs al igual que otros virus, aprovechan la dinamica celular para
replicarse, y en el cérvix se benefician de la maduracion del epitelio metaplasico para
poder expresar sus genes de forma secuencial; en primer lugar en las capas basales son
los genes tempranos (E1...E7) y después en las capas superficiales mas diferenciadas se
expresan sus proteinas tardias (L1 y L2), que forman la capside y permiten el
ensamblaje de nuevas particulas virales que se liberan y repiten el ciclo infeccioso. En
las capas intermedias, tanto células como virus se replican en tandem, sin haber

amplificacion de las copias del virus y con poca expresion de los genes anteriores.

Tras la infeccion, el virus se establece en las células basales, en forma de
episomas (DNA no integrado), con algunas decenas de copias de genoma viral por
célula que se replican coordinadamente con la replicacion celular. Cuando las células
emigran hacia estratos superiores y se diferencian, la replicacion celular cesa, pero en
algunas formas de infeccion, el genoma viral se amplifica en las células escamosas
superficiales hasta llegar a varios miles de copias por célula. Ademas, al llegar a estos
estratos altos, y sélo en ellos, se activan los genes tardios, dando lugar a la produccion
de proteina de la capside con aparicion de viriones completos (Figura 9)*°.

Entrada
del VPH

Liberacion particulas virales

Amplificacion genoma viral ﬁ 'S"

Amplificacion genoma viral

Mantenimiento genoma viral/
Proliferacion celular

Entrada del VPH

E1,E2, E4, ES
Viral DNA

Mantenimiento genoma viral

Zona de transformacion

Figura 9. Ciclo vital de los VPH-AR en el epitelio cervical®.

En las capas superiores, donde el epitelio es diferenciado, el virus se amplifica
sin replicacion celular, llegando a alcanzar 1.000 copias de genoma viral por célula. En
este momento, comienzan a expresarse los genes de las proteinas estructurales (L1 y

L2), asi como el de la proteina E4, produciéndose el ensamblaje de la capside del virus.

18



INTRODUCCION

Las células superficiales en las que se acumulan numerosos viriones completos

muestran caracteristicas morfoldgicas peculiares y reciben el nombre de coilocitos.

También se admite que el virus puede permanecer latente en las células basales
del epitelio®. El virus infecta la célula, produciendo lesiones en un periodo de tiempo
que puede durar de semanas a meses, induciendo una replicacion viral sin viremia
detectable, ya que las células dianas finales son los queratinocitos diferenciados®. Estas
células estan destinadas a descamarse en el estrato superficial del epitelio, donde no se
producen sefiales de peligro obvias que alerten al sistema inmune, por lo que las
lesiones no van acompafiadas de inflamacion. Tras la infeccion, se pueden detectar
anticuerpos circulantes contra la proteina viral de la capside L1, con tendencia
decreciente en las 2-3 semanas siguientes, manteniéndose niveles bajos de anticuerpos
estables y detectables a lo largo del tiempo. La seroconversién confiere inmunidad tipo-
especifica frente a futuras infecciones, habiéndose descrito cierto grado de inmunidad

cruzada entre distintos genotipos virales®2.

En el tracto genital, el VPH se transmite por contacto piel con piel, 0 mucosa
con mucosa, teniendo ciertos genotipos especial tropismo tanto en mujeres como en
hombres. Ello da lugar a infecciones subclinicas de la piel en la region genital, las
cuales pueden ser detectadas por técnicas que identifiquen la presencia/ausencia de
ADN del virus.

Una pequefia proporcion de estas infecciones pueden manifestarse como
enfermedad benigna o maligna. En el tracto genital femenino, puede causar condilomas
acuminados, lesiones precancerosas o lesiones cancerosas. EI VPH se implica también
en la etiologia del cancer anal, vulvar, vaginal, y carcinomas de cabeza y cuello. De los
mas de 100 genotipos de VPH asociado a infecciones, aproximadamente 40 se asocian a

infecciones del tracto genital femenino®® *,

La inmunidad celular contra la infeccion viral es critica en el control y
aclaramiento del VPH y por tanto, en el desarrollo, persistencia y/o progresion de las
lesiones displésicas™. Las células de Langerhans son las encargadas de presentar los
antigenos virales a los queratinocitos, produciéndose una respuesta inmune contra la

infeccion®.
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COFACTORES DE ADQUISICION

El riesgo de infectarse por el VPH est4 relacionado con el comportamiento

sexual: edad del primer coito, nimero de compafieros sexuales y relaciones sexuales

con compafieros que tienen o han tenido multiples parejas sexuales.

EDAD DEL PRIMER COITO: las caracteristicas histologicas de la zona de
transformacion escamoso-cilindrica en el exocérvix de las mujeres jovenes,
pueden explicar el mayor riesgo de infeccion entre las mujeres que inician
tempranamente la actividad sexual®®.

La inmadurez cervical, las deficiencias de flujo cervical protector y la ectopia
cervical aumentada pueden conducir a una mayor susceptibilidad para la
adquisicion de una infeccion por el VPH en mujeres adolescentes y adultas

jovenes.

NUMERO DE COMPANEROS SEXUALES: la asociacion entre el nimero
de parejas sexuales y la probabilidad de detectar ADN del VPH en el tracto
genital inferior es consistente. El tiempo que transcurre entre una pareja y otra,
es otro factor influyente, ya que existe mas riesgo de infeccion si el lapso de

tiempo entre una pareja y otra es corto”".

OTRAS INFECCIONES DE TRANSMISION SEXUAL como Chlamydias,
herpes, VIH actian como cofactores en el desarrollo de lesiones preneoplasicas
y CCU. El VIH se asocia tanto a la prevalencia, como a la progresion de
infecciones por VPH a lesiones neoplasicas del tracto genital inferior (TGI) y del
canal anal. Las pacientes portadoras de VIH tienen mas riesgo de infeccion por
el VPH (RR: 17) y 9 veces mas riesgo de desarrollar cancer de cérvix. Es debido
a las modificaciones que se producen en la inmunidad general y local de estas

pacientes.

La CIRCUNCISION MASCULINA actlia como factor protector frente a la
infeccion, se asocia con un menor riesgo de infeccion por VPH y con menor
riesgo de transmisién y progresion a cancer de cérvix en sus compafieras

sexuales™®.
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e EIl uso del PRESERVATIVO durante el contacto sexual es una barrera que
disminuye la posibilidad de contagio, pero no se previene por completo la

transmision del VPH®®.

e CONTACTO SEXUAL CON INDIVIDUOS DE RIESGO: prostitutas,

parejas que tienen a su vez multiples comparieras/os sexuales.
2.5. Inmunidad de la infeccién VPH: interaccion virus-huésped

La presencia de particulas virales en la superficie del epitelio cervical o del TGI
procede del contacto sexual con una pareja infectada. En la mayoria de las ocasiones,
estas particulas virales son eliminadas de forma mecéanica al ser arrastradas durante la
descamacidon propia del epitelio estratificado, o bien por los agentes de la inmunidad
inespecifica como los macrofagos. En ambos casos las particulas virales pasan
desapercibidas a los agentes de la vigilancia inmune especifica y no provocan efecto

citopatico ni respuesta inmunoldgica alguna.

El VPH, por ser un patdgeno intracelular estricto, requiere internalizarse en la

célula huésped para que se considere una infeccidn verdadera.

La interrelacién entre VPH y huésped es compleja y variada. En el caso del VPH
no se ha encontrado un receptor celular especifico que permita atajar la infeccién por
bloqueo del mismo. Ademas, diferentes estudios han demostrado que la molécula de
superficie que sirve de union a los VPH esta muy conservada y parece tener otra serie
de funciones celulares vitales que hace imposible su utilizacion como diana para el
bloqueo de la infeccidén. Al contrario de lo que ocurre en otras especies virales, no
parece que los receptores de superficie estén implicados en la especificidad de tejido y

especie ni en el tropismo de los VPHs.

Tanto el reconocimiento de la infeccion viral por la célula huésped como el
tropismo especifico de cada subtipo viral van a determinar los efectos citopaticos en los

tejidos especificos.
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INMUNIDAD CELULAR E INMUNIDAD HUMORAL

La inmunidad celular esta representada principalmente por los linfocitos T que
actian a nivel del tejido local mediante intimo contacto célula a célula. La respuesta
humoral, por el contrario, viene mediada por las células B bajo la induccién de las
células T helper. Los productos biolégicamente activos de las células B son los
anticuerpos (Ac), quienes seran los efectores de la respuesta inmune. Tanto las células T
como los Ac tienen en comun su actividad frente a los focos donde un antigeno extrafio
estd presente, las diferencias radican en que, mientras las células T reconocen ese
antigeno asociado a moléculas de la superficie celular, HLA (human leukocyte
antigen), los Ac lo hacen tanto frente a antigenos presentados en superficie como frente
a antigenos en forma soluble, en este Gltimo caso con mayor especificidad. A nivel
molecular, los receptores de las células T, TCR (T-Cell Receptor) reconocen secuencias
especificas de pequefios péptidos asociados 0 presentados por el propio complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC), mientras que los Ac no reconocen secuencias peptidicas

sino estructuras estéricas, tridimensionales, con una conformacion determinada®’.

En términos generales, tras la primera infeccion de las células del epitelio
cervical por VPH se desencadenan una serie de respuestas inespecificas acompafiadas
de procesos inflamatorios, quimio-atraccion de neutrofilos, activacién de macrofagos,
intervencion de células natural killer (NK), de anticuerpos naturales, e incluso del
sistema del complemento, que formaran una primera barrera defensiva de inmunidad
inespecifica. La prolongacion de la respuesta en el tiempo y la proteccion frente a

futuras infecciones requiere mecanismos de inmunidad adaptativa o especifica.

En el epitelio cervical existen células especificas con capacidad de actuar como
presentadoras de antigenos, son las células dendriticas de Langerhans, aunque algunos
queratinocitos también desarrollan esta capacidad. Estas células fagocitan las particulas
virales para digerirlas en endosomas y comenzar un proceso de activaciéon que incluye
la presentacion en superficie de cadenas polipeptidicas del antigeno junto con HLA de

clase 11, CD40 y B7, asi como la migracion a los ganglios linfaticos locales.

Estas celulas activadas seran reconocidas por linfocitos T CD4+, que seran
activados, Unicamente, si existe reconocimiento de todas y cada una de las moléculas de
superficie implicadas: HLA de clase Il a través del propio CD4, el polipéptido viral
mediante el TCR, CD40 a través de CD40-ligando y B7 mediante CD28.
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Los linfocitos T CD4+ activados, evolucionaran hacia linfocitos helper (Th) en
el contexto local de expresion de ciertas interleuquinas (IL), de modo que, si predomina
la de tipo IL-12, se promoverd la diferenciacion hacia una via Thl que inducird la
activacion y proliferacion de los linfocitos T CD8+ citotdxicos especificos (CTL+8) y la
produccién de IL-2 e Interferén-y fundamentalmente; por el contrario si en el contexto
local no se expresa IL-12, se promovera la via Th2 que inducirda la activacion y
expansion de linfocitos B, los cuales evolucionaran, diferenciandose, hacia células
plasmaticas productoras de Ac frente a las proteinas virales; por otra parte, se inducira

expresion de interleuquinas del tipo 1L4, IL5, IL6, IL10...

Una vez activados, los linfocitos T citotoxicos deberan reconocer a las celulas
infectadas, esta vez en el contexto del HLA de clase I, de lo contrario no se produciré el
proceso de expansion clonal necesario para la elaboracion de una respuesta

inmunoldgica eficaz.

Los CTL+8 tendran la capacidad de actuar frente a la infeccion viral establecida
mientras que las células B plasmaticas produciran anticuerpos que actuaran frente a los
antigenos virales de origen externo que sean expuestos durante ésta y las sucesivas

infecciones por VPH®" %2,

La infeccion y el crecimiento viral vegetativo son completamente dependientes
del ciclo de diferenciacion del queratinocito. Evidencias clinicas han demostrado que la
expresion génica viral esta confinada al queratinocito o a células con potencial para la
maduracion escamosa. El tiempo para desarrollar una infeccion por el virus suele ser de
tres semanas, tiempo requerido para que los queratinocitos basales completen la
diferenciacion y descamacion. El periodo entre infeccion y aparicion de lesiones es
altamente variable y puede desarrollarse desde semanas a meses. En estas infecciones
no suele producirse muerte citopética o citolisis como consecuencia de la replicacién
viral, ensamblaje o liberacion de particulas virales porque los queratinocitos son células
destinadas a morir y descamarse lejos de los lugares de vigilancia inmune. Los
queratinocitos cargados de virus tienden a morir por “causas naturales”, por ello estas
infecciones no se acomparian de inflamacién y no hay sefiales obvias de dafio celular o

alerta del sistema inmune por la presencia del virus®® .
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2.6. Historia natural de la infeccion por VPH y carcinogénesis

El curso habitual de la infeccidn por el VPH tiende hacia la curacion espontanea.
Si la infeccidn inicial no se resuelve y se hace persistente puede iniciarse un proceso de
oncogenesis que puede inducir lesiones escamosas intraepileliales (CIN) de varios
grados (CIN1, CIN2, CIN3/carcinoma “in situ” (CIS)), muchas de ellas reversibles, y a

mas largo plazo la aparicién del carcinoma invasor de cuello uterino (Figura 10).

1-15 afios

@

Epitelic |, Infeccién VPH CINI  ,, CINII

CIN III/CIS

normal LSIL HSIL
80%

Carcinoma
invasor
20%

INFECCION PERSISTENTE

Figura 10. Historia natural del cancer cervical.

Es importante destacar que las tasas de regresion de las lesiones CIN son muy
elevadas; asi, el 80% de las mujeres en estadios iniciales (LSIL, CIN1) durante el
primer afio y hasta el 90% de forma acumulada al final del segundo afio, consiguen
eliminar la infeccion y normalizar el epitelio cervical. Sélo el 20% de las lesiones

CIN2/3 y CIS regresan a la normalidad.

Un 25% de las mujeres con infecciones transitorias por el VPH muestran
cambios citopaticos propios de las lesiones intraepiteliales de bajo grado (LSIL,
cambios por VPH, CIN1) detectables en la citologia®.

Se ha observado que la CIN1 remite con particular frecuencia, en especial en
adolescentes y mujeres jovenes, en las que a los 12 meses han remitido el 61% de las
lesiones y a los 36 meses la remision es del 91%°°. La probabilidad de remision es

menor en edades mas avanzadas®’.
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En una revision de la literatura médica sobre la historia natural de la CIN se
muestra que las lesiones de CIN1 remiten espontaneamente en el 60% de los casos,
persisten en el 30%, progresan a CIN3 en el 10%, y a invasion en el 1%°,

Los anélisis virologicos parecen evidenciar que el aclaramiento de la infeccion
por el VPH precede a la remision de los cambios citolégicos®®. Al afio, la tasa
acumulada de aclaramiento de la infeccidn por el VPH-AR en las mujeres con CIN1 fue
del 29%, lo que permitié predecir la regresion de los cambios morfologicos a la
normalidad en la citologia convencional. Todas las mujeres que aclararon la infeccion
por el VPH-AR lo hicieron a los 40 meses de seguimiento. La tasa de aclaramiento
disminuye con la mayor gravedad de la lesion intraepitelial. Estos datos indican que
puede evitarse el sobretratamiento de las mujeres con citologia de LSIL mediante un
periodo de seguimiento que permita el aclaramiento de la infeccion por el VPH-AR y la

remision de la lesion.

La duracion media de la infeccion por el VPH varia segln los distintos estudios
entre 6-12 meses’® y 2 afios’*. La duracién es mayor en los VPH-AR que en los de bajo
riesgo’®. La duracion de la infeccién es dificil de determinar ya que puede variar si es de
adquisicién reciente (infeccidn incidente) o bien si no se conoce el momento de la

adquisicién (infeccidn prevalente), afiadiendo ademas posibles reinfecciones.

La persistencia de la infeccion es mucho menos frecuente que su aclaramiento.
No hay acuerdo sobre el tiempo necesario para considerar una infecciébn como
persistente. En la practica, la persistencia se define como la deteccion del mismo
genotipo viral en dos 0 més determinaciones durante un periodo de uno a dos afios. La
persistencia de la infecciébn durante seis meses suele ocurrir en el 50%
aproximadamente de las mujeres infectadas con citologia normal, y tras 5 afios de
seguimiento solo persisten un 7%. El factor de riesgo més significativo para predecir
la persistencia de la infeccion es la presencia del ADN del VPH en las células del

epitelio cérvico-vaginal®’.

Numerosos estudios epidemiologicos y moleculares han evidenciado que la
persistencia de la infeccion por tipos de VPH-AR es imprescindible para el desarrollo
de lesiones intraepiteliales de alto grado con fenotipo neoplasico (HSIL: CIN2 y CIN3)

y cancer invasivo® " ™.
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La transformacion tumoral requiere la evasion de la respuesta inmune, lo que
conduce a la persistencia de la infeccion. La incapacidad del sistema inmune para
resolver la infeccion en un plazo de tiempo corto o medio, generalmente menor de dos
afios, aumenta las posibilidades de que exista un dafio celular continuado y como
consecuencia un proceso de susceptibilidad a la neoplasia. La persistencia de la
infeccion por encima de este plazo constituye un factor de riesgo demostrado y
necesario para la transformacion celular™® ™. La persistencia de infeccién cervical por
un VPH oncogénico durante un afio multiplica por 3 el riesgo relativo de desarrollar una

lesion de alto grado.

La infeccion por el VPH-AR se considera una causa necesaria, pero no
suficiente, del cancer cervical. Aunque la infeccion por VPH es muy frecuente en la
poblacion, la mayoria la aclaran y no progresan a cancer de cérvix. Por lo tanto, es
necesario que otros cofactores intervengan en el proceso de carcinogénesis cervical, que

modulan el riesgo de progresién de la infeccion por VPH a cancer®”.

Las caracteristicas de la actividad sexual se vinculan con la probabilidad de
contraer la infeccidn por el VPH, pero no se consideran relacionadas con la progresion a

cancer.

Los COFACTORES DE PROGRESION, favorecedores de la persistencia de
la infeccion por el VPH se clasifican en medioambientales, virales y del huésped (Tabla
2).

Tabla 2. Cofactores de persistencia y progresion (carcinogénesis).

EXOGENOS O VIRALES HUESPED
MEDIOAMBIENTALES

Habito tabaquico Genotipo Inmunosupresion

Anticonceptivos Variantes del VPH Hormonas

hormonales enddgenas

Alta paridad Carga viral Factores
genéticos

Otras ITS Integridad viral

Factores nutricionales Coinfeccion
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COFACTORES MEDIOAMBIENTALES O EXOGENOS:

o HABITO TABAQUICO: en mujeres infectadas por el VPH, el tabaco es el

cofactor mas importante de progresion, con un aumento del riesgo de 2-4
veces de padecer lesiones precancerosas y cancer cervical ®’®, frente a las
no fumadoras. Este aumento de riesgo se ha identificado también en las
fumadoras pasivas®. Este hecho puede deberse al aumento de sustancias
carcinogénicas derivadas de la nicotina en el moco cervical que se ha
encontrado en mujeres fumadoras®, y a la alteracion en la inmunidad local
del cuello uterino. Se ha descrito una disminucion de las células de
Langerhans, de CD8 y de linfocitos totales en las mujeres que reducen el
nimero de cigarrillos/dia®. Ademas, se ha observado que en las fumadoras
hay mayor expresion del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF-
C)®, lo que se traduce en una mayor persistencia de la infeccién por el
VPH.

ANTICONCEPTIVOS HORMONALES: hay evidencias importantes
indicando que las mujeres VPH positivas que toman anticonceptivos durante
5 afios 0 mas, tienen un aumento significativo del riesgo de padecer CIN3 y
cancer de cérvix. El riesgo aumenta casi 3 veces en aquellas que lo han
tomado entre 5y 9 afios, y méas de 4 veces en aquellas que lo tomaron méas
de 10 afios®. El riesgo disminuye 8 afios después de haberlos suspendido.
Se postula que las hormonas podrian influenciar en la progresién de las
lesiones promoviendo la integracion del ADN del VPH en el genoma del
huésped, lo que provocaria la desregulacién de la expresion de E6 y E7.

En un meta-analisis®® con mas de 20.000 muijeres de diversos paises, se ha
concluido que el uso del DIU se asocia con un riesgo significativamente
menor de CCU, reduciendo la probabilidad de desarrollar carcinoma de
células escamosas en un 44% y adenocarcinoma o0 carcinoma
adenoescamoso en un 54%. Entre las posibles explicaciones de este efecto
protector del DIU, los autores sefialan que el proceso de insercion o de
retirada del dispositivo destruye las lesiones precancerosas, o que el
dispositivo induce una inflamacion crénica de la mucosa y una respuesta
inmune de larga duracion, reduciendo asi la probabilidad de progresion del
VPH.
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o ALTA PARIDAD: estudios caso-control relacionan la alta paridad con
CIN3 y carcinoma de cérvix. Las mujeres con 3 0 4 embarazos tienen un
riesgo 2.6 veces mas alto de presentar cancer que las nuliparas, y las
mujeres con 7 0 mas partos tienen un riesgo 3.8 veces mayor®.

Los factores hormonales asociados con el embarazo, el traumatismo cervical
en el parto y la mayor persistencia de la zona de transformacion exocervical

podrian explicar esta asociacion.

o OTRAS INFECCIONES DE TRANSMISION SEXUAL: los agentes de
transmision sexual méas estudiados y para los que se ha demostrado alguna

8790 ysirus de

asociacion con el cancer de cérvix son Chlamydia trachomatis
Herpes simple tipo 2 (VHS-2)** y VIH. Es probable que el aumento del
riesgo de cancer asociado al VHS-2 y a Chlamydia se deba, al menos en
parte, a la respuesta inflamatoria asociada a la generacion de radicales libres
y el desarrollo de inestabilidad genética. En el AIS o adenocarcinoma
invasor de cérvix no se ha encontrado coinfeccion de VPH y Chlamydia, por
lo que posiblemente solo sea un cofactor en las células escamosas®™. En el
caso del VIH, el estado de inmunodeficiencia asociado, confirman la
importancia de los cofactores inmunologicos del huésped en la

carcinogeénesis por el VPH.

o FACTORES NUTRICIONALES: aunque la evidencia es muy limitada
para establecer conclusiones firmes, se considera que la ingestién de
alimentos antioxidantes, como frutas y vegetales se relacionan con la
disminucion del riesgo de padecer CCU. La asociacion es mas consistente
sobre todo con la ingestion de vitaminas C, E, A y carotenos. La ingestion
en la dieta de folatos, vitamina B6 y B12 puede estar también implicada en
la carcinogénesis cervical. No obstante no existen conclusiones definitivas

que relacionen dieta, VPH y riesgo de cancer de cérvix®® %,

e COFACTORES VIRALES:

o GENOTIPO VIRAL.: es el factor de riesgo méas importante de persistencia
viral y de progresion hacia una lesion preneoplasica, siendo los genotipos 16

y 18 los que presentan un mayor riesgo de progresiéon®. Las infecciones por
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VPH 16 progresan a CIN3 en el 17.2% y los VPH 18 lo hacen en el 13.6%,
mientras que las infecciones por otros VPH-AR progresan en el 3% vy las
VPH negativas desarrollan CIN3 en el 0,8%%. Los genotipos 16, 18 y 45,
tienen una integracion mas efectiva en el genoma celular, por lo que pueden

desarrollar de forma mas rapida una progresion a lesiones de alto grado®”.

VARIANTES DEL VPH: las variantes del VPH 16 muestran diferencias
geogréficas que se han relacionado con distintos riesgos de céncer, y las
variantes no europeas estan asociadas con un mayor riesgo®. Se sugiere que
las variantes pueden influir en la historia natural de la infeccion por dos
mecanismos: diferencias en su capacidad funcional o evasion del sistema
inmunitario del huésped. Dadas las diferencias geograficas, es posible que
su papel en la persistencia y progresion esté relacionado con polimorfismos

inmunogenéticos®.

CARGA VIRAL.: la carga viral es un marcador de infeccion persistente. Se
ha sugerido que una carga viral elevada indica una mayor posibilidad de
integracion del ADN viral en el genoma del huésped. Sin embargo, es
discutible la utilidad de medir la carga viral para pronosticar la progresion a
cancer. En mujeres con infeccion por el VPH 16 o 18 y citologia normal,
una carga viral elevada, determinada por PCR en tiempo real, se asocia con
mayor riesgo de progresion a CIN y cancer'®®. La carga viral medida
mediante HC2 muestra un incremento progresivo paralelo a la gravedad de
la lesion'®. La presencia de cifras superiores a 100 URL se asocia con una
lesion cervical en mas del 90% de los casos, y esta asociacion es
practicamente constante para cifras superiores a 1.000 URL. Por el
contrario, un elevado porcentaje de casos con determinaciones inferiores a
10 URL no presentan lesién cervical. Sin embargo, la presencia de una baja

carga viral no debe ser excluyente de una lesién grave®.

INTEGRACION VIRAL: la integracion del ADN viral en el ADN del
huésped parece ser crucial en la transformacion maligna. El riesgo de que
ocurra aumenta con una elevada carga viral. Sin embargo, algunos autores
apoyan la idea de que el VPH 16 es capaz de inducir la transformacion

maligna sin que haya integracion, lo que indica que seguramente intervienen

29



INTRODUCCION

otros factores para que ocurra la transformacion®.

o COINFECCION: es discutible si la coinfeccion con varios tipos virales
aumenta el riesgo de progresion®. Algunos autores han evidenciado que la
tasa de aclaramiento es independiente de la coinfeccion con otros tipos
virales, al menos en mujeres inmunocompetentes’?. La evidencia mas
reciente apunta a que los genotipos que coinfectan el cérvix actdan de forma

independiente en el desarrollo de las lesiones cervicales.
e COFACTORES DEL HUESPED:

o INMUNOSUPRESION: las mujeres con inmunosupresion secundaria a la
infeccion por VIH o trasplantadas con tratamiento inmunosupresor, tienen
mayor riesgo de desarrollar carcinomas anogenitales asociados a VPH%1%.
En estas pacientes se ha comprobado a nivel cervical una disminucién de
linfocitos CD4, asi como de células natural killer, que facilitaria la
integracion de ADN viral del VPH®,

o HORMONAS ENDOGENAS

o FACTORES GENETICOS: las variaciones genéticas individuales de los
genes relacionados con la respuesta inmunitaria innata, humoral y celular
pueden influir en la persistencia de la infeccion por el VPH y su progresion
a cancer. Algunos estudios sugieren un efecto protector para HLA
DRB1*1301%,

Con respecto a los COFACTORES DE INVASION, la progresion de la
neoplasia intraepitelial a cancer invasivo requiere la expresion de factores angiogénicos
que estimulan la proliferacion de nuevos vasos. La angiogénesis, inducida por el factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y otras proteinas, como la angiogenina
(ANG), es fundamental para el crecimiento del tumor, la invasion del estroma y las

metastasis!’.
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2.7. Oncogénesis por VPH

La transformacién tumoral de la célula tiene como base bioldgica la incapacidad
de reparar los errores en la replicacion del ADN mediante el bloqueo de proteinas del
ciclo celular por los VPH de alto riesgo.

La oncogénesis es un proceso de mdaltiples fases en las que se producen
sucesivas alteraciones genéticas, desencadenadas por la desregulacion del ciclo celular

derivada de la infeccion por VPH-AR.

Una célula no infectada y competente en sus funciones tiene un estricto
mecanismo de control que se encarga de iniciar el ciclo celular y reparar el ADN
previamente a cada division celular, evitando que los errores genéticos se acumulen en
el genoma celular durante el proceso de replicacion. Dichos errores son favorecidos por
determinados cofactores, como el tabaco. Cada cambio genético es reparado con la

mediacion de proteinas como p53 y Rb.

La presencia de secuencias gendmicas de los VPHSs de alto riesgo en el ADN de
la célula es considerado por el sistema de control del ciclo celular como un evento
irreparable y la célula infectada es conducida a la muerte celular por apoptosis. Las
proteinas E6 y E7 de los VPH-AR bloquean y degradan a la proteinas del ciclo celular
p53 y Rb, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11. Expresion de los oncogenes virales.
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Con estas proteinas degradadas, la célula es incapaz de reparar los errores
genéticos derivados de su replicacion o de conducir a la célula a la muerte por
apoptosis, como consecuencia se produce un estado celular de susceptibilidad a la

transformacion neoplésica.

De la capacidad de expresion de proteinas degradantes E6 y E7 de los VPHs
dependera su capacidad de bloqueo de p53 y Rb, y esta expresion se vera modificada
por factores como la carga viral, la integracion del genoma viral en el genoma celular o

cofactores medioambientales.

Algunos experimentos han demostrado que la expresion basal de E6 y E7 en los
VVPH es muy baja comparado con la proteina E2, debido a la accion reguladora negativa
de la regiéon LCR, la cual mantiene practicamente silenciada la expresion de estos genes.
Por ello, en principio el VPH no seria capaz de producir suficiente cantidad de E6 y E7

como para provocar el proceso de defensa o reparacion celular.

Analizando la biologia de la infeccién por VPH se ha podido demostrar que en
ciertos casos y tras un proceso de integracion viral en el genoma celular, generalmente
por disrupcion de la region E2, la region reguladora LCR, se ve afectada e impide la
represion de la transcripcion de E6 y E7, con la consiguiente sobreexpresion de sus

proteinas oncogénicas.

Asi, una pequefia cantidad de virus podria producir grandes cantidades de
proteinas E6 y E7, que bloquearian a p53 y Rb y se estableceria el proceso de

transformacion neoplasica™" ',

Se ha demostrado que la integracién de secuencias genémicas del VPH en el
ADN huésped, no es un factor necesario para la induccién de la transformacion celular,
ya que en ausencia de esta integracion es posible la transformaciéon por mecanismos
distintos de desregulacion de la expresion de E6 y E7, e incluso la expresion basal de
estas proteinas, en casos de elevadas cargas virales, puede ser suficiente para

desencadenar el proceso de transformacion neoplasica®®.

De este modo, sea por procesos de integracion o por la intervencion de rutas
bioldgicas diferentes, la pérdida de E2, represor de la transcripcién viral, da lugar a la
expresion de los genes VPH E6 y E7, cuyas proteinas virales se expresan

constantemente en los carcinomas cervicales!*.
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En los canceres asociados a VPH-AR, los oncogenes E6 y E7 actlan sobre
reguladores criticos de procesos celulares, y por tanto la expresion de estas
oncoproteinas ocasiona multiples cambios celulares oncogénicos*™. Las oncoproteinas

E6 y E7 contribuyen al desarrollo inicial y progresion del tumor.

La E7 bloquea la frenacion del ciclo celular G1/S al degradar la proteina
supresora retinoblastoma Rb y liberar el factor de transcripcion E2F. Esto motiva un
inicio aberrante del ciclo que, en condiciones normales, motivaria la activacion de la

proteina supresora p53 y causaria la muerte celular.

Contrariamente, a su vez la E6 degrada la p53 permitiendo que las células
experimenten una persistencia de la proliferacion aberrante. Para evitar la erosion de la
telomerasa, que resultaria de la division celular continuada, la E6 activa asimismo la
transcripcion de hTERT (human Telomerase Reverse Transcriptase) que causa la

inmortalizacién de las células.

Las oncoproteinas E6 y E7 actdan, ademas, como modificadores de las mitosis,
aumentando la probabilidad de adquirir mutaciones celulares adicionales que
contribuyen a la progresion carcinogénica durante la division celular. Estas proteinas
también se han implicado en la desregulacion de otros eventos asociados con la

progresion maligna, como la transicion del epitelio al estroma y la angiogénesis**.
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3. METODOS DE DETECCION DE LA INFECCION VIRAL

3.1. Métodos de prevencion secundaria: cribado poblacional

La medicina preventiva establece la prevencion secundaria de una enfermedad
como su deteccion precoz o cribado (en inglés: screening), dirigida a identificarla en

una fase subclinica y tratarla para evitar su progresion.

En Europa se han unificado los criterios para el cribado del cancer, que se
recopilaron en unas Recomendaciones del Consejo de la Unién Europea™®. Sélo tres
neoplasias rednen los criterios aceptados: cancer de cérvix (citologia), cAncer de mama

(mamografia) y cancer colo-rectal (sangre oculta en heces-colonoscopia).

El test de cribado no estd disefiado para realizar un diagnéstico, sino para
clasificar a una poblacion asintomatica como “probable” o no de tener o poder
desarrollar un cancer. El test ideal debe reunir las siguientes caracteristicas: sencillo,

inocuo, facil de usar, econdémico y validado clinicamente.
3.1.1. Citologia

La prevencion secundaria del CCU mediante la citologia de Papanicolaou se
inici6 a mediados del siglo pasado con la implementacion del cribado citoldgico
periddico. El cribado tiene como objetivo detectar lesiones precursoras en el epitelio
cervical que serian el antecedente del cancer invasor. La larga duracion de las lesiones
que lo preceden y el hecho de que puedan detectarse mediante la citologia y ser tratadas

de forma adecuada permiten la prevencién del carcinoma invasor.

La citologia de Papanicolaou consiste en la toma, observacion e interpretacion
de una muestra de células del cérvix (Figura 12). Es fundamental que la toma sea
correcta, obteniendo el material directamente del endocérvix y del exocérvix. Esta
prueba detecta cambios inflamatorios, infecciosos o la presencia de células anormales y
neoplasicas. De la citologia cervical no debe esperarse un diagndstico sino un resultado,
normal o anormal. Las citologias anormales detectan mujeres potencialmente afectas de

lesiones cervicales.
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¢

Figura 12. Citologia cervical.

Los programas organizados de cribado poblacional mediante la citologia han
demostrado su efectividad al disminuir la incidencia y mortalidad por CCU en los paises
donde se han aplicado de forma masiva. En los tltimos 50 afos el cribado citoldgico ha
reducido la morbi-mortalidad por cancer cervical en un 75-80%, en los paises donde se

ha aplicado con una estrategia poblacional con cobertura suficiente y continuada®’.

La Unién Europea, la American Cancer Society (ACS)*®

y el American College
of Obstetrician and Gynecologist (ACOG)** recomiendan la citologia como técnica de

cribado para el carcinoma de cérvix, siendo su principal limitacion su baja sensibilidad.

Las citologias deben ser interpretadas y por lo tanto estan sujetas a error. Para
hacer mas homogénea la lectura, se han propuesto varios sistemas de clasificacion. En

la actualidad el mas usado es la clasificacion de Bethesda®?°

(Figura 13), elaborado en el
afio 2001 “The Bethesda System-2001" en la que no sélo se clasifican los hallazgos sino

que se requiere la valoracion de la muestra, es decir, si es 0 no adecuada.

La verdadera innovacion de esta clasificacion consiste en considerar a las
alteraciones celulares por VPH como lesiones intraepiteliales de bajo grado (LSIL),
displasia leve o CIN1, ademas de unificar bajo el término de lesiones intraepiteliales de
alto grado (HSIL) a las displasias moderadas y severas, CIN2 y CIN3 o carcinoma in

situ.
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SISTEMA BETHESDA 2001 (modificado)

IDOMEIDAD DE L& MUESTRA PESULTADD/INTERPRETACION [CONT)

Satisfactorio para la evaluacion (se agrega un indicador de | Anomalias celulares epiteliales
calidad: elementos de la ZT, flora, etc.)
- CELULAS ESCAMOSAS

Parcialmente satisfactorio para evaluacion por (se especifica | *Células escamosas atipicas:

la causa: artefactos, ausencia elementos epiteliales de la 2T...). de significado incierto (ASC-US).
no es posible excluir HSIL (ASC-H).
Insatisfactoria para evaluacion (se especifica |a causa). *Lesian Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado (LSIL):

VPH y displasia leve / CIN 1.
*Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto Grado (HSIL):
PESULTADD/INTERPRETACION displasia moderada, severa, CIS / CIN 2 y CIN 3
*Carcinoma de células escamosas,

Negativa para lesiones intraepiteliales o malignidad
- CELULAS GLANDULARES

MICROORGANISMOS *Células glandulares atipicas:

Trichomonas vaginalis endometriales, endocervicales, NOS,
Organismos flngicos compatibles marfoldgicamente con Candida, *Células glandulares atipicas probablemente neopldsicas:
Cambios en la flora sugestiva de vaginosis bacteriana. Endocervical, NOS.

Bacterias morfoldgicamente compatibles con Actinomyces. Adenocarcinoma endocervical in situ,
Cambios celulares asociados con el virus herpes simple. Adenocarcinoma

OTROS CAMBIOS NO NEOPLASICOS: Otros

Cambios reactivos asociados con:

Inflamacian (incluye reparacian tipica). -Celulas endometriales en mujer 2 40 afios.
Radiacian.

Dispositivo intrauterino (DIU). TECNICAS AUXILIARES: (p.ej. HPY),

Células glandulares post-histerectomia,

Atrofia, RECOMENDACIONES: {opcional).

NOTAS ¥ SUGERENCIAS (opcional)

Figura 13. Sistema de Clasificacién Bethesda'®.

Sabemos que la sensibilidad de la citologia para la deteccién de CIN2+ se sitla
alrededor del 50%, no superando el 80% en las mejores condiciones de calidad. Esta
sensibilidad es alrededor de un 40% inferior a la de las pruebas clinicamente validadas
para la deteccion del VPH'. Esta sensibilidad relativamente baja se debe a la
variabilidad del material obtenido en la toma, a la calidad de la extensién citoldgica y a
la preservacion de la muestra, asi como a la distinta capacidad de deteccién e

interpretacion de las caracteristicas microscopicas por parte de los profesionales.

La baja sensibilidad de una unica citologia ha sido compensada en muchos
programas con el aumento de frecuencia de realizacion de la prueba, facilitado por el
relativo bajo coste de la misma. Por otra parte, la especificidad de la citologia es
elevada, dado que el diagndstico citologico es un diagnostico morfologico de la lesion y
no de una infeccion subclinica que puede no comportar alteraciones celulares a la larga.
Sin embargo, esta especificidad puede verse afectada en funcion de la cantidad de
diagndsticos indefinidos (atipias de significado indeterminado/ASC-US) que emita cada

laboratorio*?2.
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e Citologia en medio liquido

Recientemente se han desarrollado técnicas que permiten obtener preparaciones
en una sola capa celular (citologia en monocapa, capa fina o en medio liquido). El
material obtenido es conservado en un medio liquido, normalmente de base alcohdlica,
que permite su almacenaje y transporte, y la extension se realiza en el laboratorio. Su
principal ventaja es que el material remanente conservado permite realizar técnicas

adicionales, como la determinacion de VPH o de inmunocitoquimica'®.

Se ha descrito un discreto incremento de la sensibilidad con este tipo de
citologia, pero especialmente disminuye los casos inadecuados para diagndstico. La
citologia en medio liquido supone un incremento del tiempo de procesamiento técnico,
pero una disminucion del tiempo de estudio microscopico ya que la interpretacion de la
morfologia celular es mas sencilla (menos artefactos como sangre, inflamacion, defecto
de fijacion)'®. La mejor calidad de extensién ha permitido la aplicacién de nuevos
métodos de lectura automatizada de la citologia mediante el uso de sistemas basados en

analisis de imagen.

En definitiva, la mayoria de paises industrializados han incorporado la citologia
en medio liquido en sus laboratorios'® basandose en que: disminuye el nimero de
muestras insatisfactorias, requiere menor tiempo de estudio microscopico, permite

realizar pruebas complementarias y permite la lectura automatizada.
e Citologia con sistemas de lectura automatizada

Aplica el anélisis de imagen y la morfometria para la medicién de la densidad
Optica de los nucleos o la relacion nucleo/citoplasma, con tal de agilizar y estandarizar
el primer cribado de las preparaciones citolégicas que realizan los citotécnicos.
Actualmente, existen dos sistemas de lectura aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) estadounidense, el BD Focal Point® de Becton Dickinson y el
ThinPrep Imager® de Hologic.

Estos sistemas localizan las células atipicas durante el proceso de cribado lo que
permite centrar la atencion en un namero limitado de campos microscopicos a estudiar.
Se ha destacado una mejor eficiencia pero no hay acuerdo sobre una mayor sensibilidad

y especificidad en la deteccion de lesiones precursoras*?® 12",
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GUIA DE CRIBADO DEL CANCER DE CUELLO DE UTERO EN ESPANA

En Espafia, en el afio 2006, se alcanzo el consenso para el cribado del cancer
cervical, en el que participaron las Sociedades Espariolas de Ginecologia y Obstetricia
(SEGO), de Citologia (SEC), de Anatomia Patolégica (SEAP), y la Asociacion
Espafiola de Patologia Cervical y Colposcopia (AEPCC)*. No obstante, en el afio 2010

este protocolo fue modificado® (Figuras 14 y 15).

SHNG S0l . los 3 afios del inicio
........ > T 1* citologia a
NO VACUNADAS delas relaclones sexuales )
v

Las 2 primeras negativas ( Citologia + )

et I . ;
0s 30 anos
e inmunodeprimidas ( ASCUS/AGC** )( LSIL/ASCH*** )( HSIL/Céncer )-
]

Alos 30 afios*: Cito y prueba VPH

v vy v
Gzlanog( <21 aiios )Gzl aﬁoa(i-somus)
v

’( s )G"”’“’“) (nih)( dtlodilm )

m- AN
( % %"\ s

(wmx m )

1. Adaptado de Conds . et al. Prevencidn pnmana y secundany
de los canceres de cuello de tero y wiva: recomendacones para
la préctica cinica, Prog Obstet Ginecol 2010;53(supl 1):1-19,

Niveles de evidencia y de consenso intemo de cada recomends:
Final del cribado a los 65 afios | - s o
*Corte e e de aplicacin hasta 40 afos ceptable, en evakiscdn

*Hhpia inoerta escamons (ASCUS) o glandular (ACC). ***%dpha incerta,
10 se descarta lesién intraepieial

Figura 14. Recomendaciones de la SEGO 2010 para el cribado poblacional en mujeres
no vacunadas.
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Estas modificaciones en el cribado se basan fundamentalmente en:

v A partir de los 30 afios de edad el cribado del cancer de cérvix se realiza con la
citologia y con el test VPH. Debido a la baja especificidad del test VPH para
CIN2+ en las mujeres jovenes no debe hacerse antes de los 30 afios. Sin
embargo a partir de dicha edad, el test VPH se ha mostrado mas especifico y

esto permite disminuir el nimero de colposcopias y el seguimiento clinico'?®

v En pacientes menores de 21 afios con diagndstico citolégico de ASC-US, ASC-
H o LSIL se repite la citologia al afio, dada la alta prevalencia de infeccion

transitoria por VPH en los primeros afios de vida sexual.

DOS PREGUNTAS CLAVES PARA UNA PREVENCION INTEGRAL DEL CANCER DE CUELLO DE UTERO
{Esta vacunada frente al VPH? | + {Se ha.pract'icado
3 v 4 una citologia en

o @ Ios\:'lltimos 3 ajos?
- o o
N\

CRIBADO CCU MUJERES NO >
VACUNADAS

1 - Mujeres hasta 25/26 afios.
Alta priondad por evidencia de alto potencial
pu-vm:w

(Ewdencia 1A, Consenso imtemno £)

2 - Mujeres de 27 a 45 aﬂos
Datos objeti
y segunidad

| que apoyan una indicacén indeidualizada. ‘

| (Evdencis 1R, Consense

( 16/18 ) )—)(Couml doble test al m)

65 aiios: final del cribado

* Losdn invaepaeial de alto grado

Figura 15. Recomendaciones de la SEGO 2010 para el cribado poblacional en mujeres
vacunadas.
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Citologia
cada 3 afnos

v

Co-test
cada 5 anos

=
o |
=]
—
e

Figura 16. Estrategias de cribado en funcion del subgrupo de edad. Guia de cribado

del CCU 2014'%,

Estas mismas sociedades, después de la Gltima publicacion de la GUIA DE
CRIBADO DEL CANCER DE CUELLO DE UTERO 2014 vy tras la

implementacién del programa de vacunacion contra el VPH, recomiendan las siguientes

actitudes (Figura 16):

v" *Aunque la citologia cervical exclusiva en el cribado primario continda 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 de CCU. Esta recomendacion

se justifica en base a la ganancia en calidad y validez del cribado.

v' **|a Sociedad Espafiola de Epidemiologia (SEE) considera aceptable comenzar

la prueba VPH en el intervalo entre 30 y 35 afios.
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v’ ***G|obalmente, el co-test no afiade mayor rendimiento y eficacia a la prueba
de VPH-AR como método unico y conlleva un mayor gasto de recursos. La
eleccién 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.
3.1.2. Colposcopia

La colposcopia es una técnica basada en la visualizacion del cérvix, la vagina y
la vulva mediante un microscopio binocular con una potente fuente de luz centrada

sobre el campo de exploracion. El colposcopio fue introducido por Hinselman en 1925.

La observacién magnificada del epitelio se realiza tras la aplicacion de solucién
salina, de acido acético diluido al 3-5% y la solucion yodoyodurada de lugol (test de
Schiller) en pasos sucesivos.

Permite identificar la topografia y extension de las lesiones precancerosas,
localizar las areas méas sospechosas donde practicar la toma de biopsia y planificar un

tratamiento efectivo. Requiere una buena formacion y experiencia del especialista.

Es un prueba muy sensible para la deteccidn de lesiones precursoras del cancer
de cérvix, sin embargo es poco especifica, ya que las imagenes colposcopicas anormales
no siempre corresponden a lesiones intraepiteliales. La sensibilidad de la colposcopia
para diferenciar el epitelio normal de aquel que presenta cualquier lesion es del 96% y
la especificidad del 48%"®. La colposcopia no tiene utilidad como test de cribado

primario ni como sustituto del estudio histolégico®.

Los hallazgos colposcopicos se clasifican segun la nomenclatura de la
International Federation for Cervical Pathology and Colposcopy (IFCPC) aceptada en
el Congreso de Rio de Janeiro en Julio de 2011** (Figuras 17 y 18).
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Nomenclatura IFCPC 20111
Aceptada en el Congreso Mundial de Rio, 5 de Julio, 2011

Terminologia colposcopica del cuello uterino de IFCPC 2011*

Evaluacion General e Adecuada/inadecuada a causade ...(porej.:
cuello uterino no claro porinflamacion,
sangrado, cicatriz)

e Visibilidad de |la union escamocolumnar:
completamente visible, parcialmente visible,
no visible.

Tipos de zona de transformacion 1.2.3

Hallazgos colposcépicos Epitelio escamoso original:
normales e Maduro
e Atréfico
Epitelio columnar
¢ Ectopia
Epitelio escamoso metaplasico
¢ Quistes de Naboth
¢ Aberturas glandulares y/o criptas

glandulares
Deciduosis en el embarazo
Hallazgos Principios Ubicacion de la lesion: dentro o fuera dela
colposcopicos | generales zona de Transformacién, ubicacion de la lesion
anormales segun las agujas del reloj.

Tamaiio de la lesion Nimero de cuadrantes del
cuello uterino que cubre la lesion, tamario de la
lesion en porcentajes del cuello uterino.

Grado 1 Epitelio acetoblanco Mosaico fino, Puntillado

(Menor) delgado. fino
Borde irregular

Grado 2 Epitelio acetoblanco Mosaico grueso,

(Mayor) denso, Aparicion Puntillado grueso.
rapida de epitelio Bordes delimitados,
acetoblanco. Signo del limite del
Orificios glandulares borde intemo,
abiertos con bordes Signo de crestao
engrosados. sobreelevado.

No Leucoplasia (queratosis, hiperqueratosis),

especificos | Erosion i
Solucion de Lugol (Test de Schiller):
positivo/negativo

Sospechade invasion Vasos atipicos

Signos adicionales: Vasos delgados, superficie
irregular, lesion exofitica, necrosis, ulceracion
(necrética), tumoracién nodular.

Hallazgos varios Zonade Estenosis,
transformacion Anomalia congénita,
congeénita, Anomalias post
Condiloma, tratamiento,

Pdlipo (exocervical Endometriosis
/endocervical)
Inflamacion,

Figura 17. Terminologia colposcopica del cuello uterino de IFCPC 2011.
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Terminologia colposcopica del cuello uterino — apéndice de
IFCPC 20111

| Tipos de tratamiento de [ Tipo de escision 1,2,3
escision

Medidas de la muestra Largo - distancia del margen

de escision distal/externo al margen
proximal/interno

Grosor — distancia del margen
estromal a la superficie de la muestra
extirpada

Circunferencia (Opcional)- el
perimetro de la muestra extirpada.

Figura 18. Terminologia colposcépica del cuello uterino-apéndice de IFCPC 2011.

3.1.3. Estudio histolégico
e Biopsia

La combinacion de la biopsia del exocérvix con una pinza sacabocados, dirigida
por colposcopia, se considera el “gold standard” para el diagnéstico de la neoplasia
intraepitelial y el CCU*®,

o Estudio del endocérvix

El estudio endocervical se realiza mediante microlegrado o mediante un cepillo
endocervical para hacer un frotis citologico. La localizacion exclusivamente
endocervical de las lesiones intraepiteliales, fuera del alcance de la vision, es la causa
mas frecuente de falsos negativos de la colposcopia o de las discordancias diagndsticas

entre las diversas técnicas.
e Conizacion

La conizacion es una técnica diagndstica que puede ser terapéutica. EI empleo

del asa diatérmica ha facilitado su uso ambulatorio generalizado.

43



INTRODUCCION

3.2. Métodos de deteccion del VPH

La presencia de VPH se puede deducir de hallazgos morfologicos, serolégicos y
clinicos. Sin embargo, el diagnostico de VPH se basa en técnicas de biologia molecular
que permiten su deteccion vy tipificacion. La deteccién de VPH tiene una elevada
sensibilidad en la deteccion de lesiones intraepiteliales cervicales de alto grado y un

elevado valor predictivo negativo (VPN)™*.

Existe una gran variedad de ensayos que permiten la deteccion del VPH™®. En
funcion de la metodologia en la que se basan, estos pueden clasificarse en 3 grupos
(Figura 19):

* ensayos basados en hibridacion de acidos nucleicos

* ensayos basados en amplificacion de la sefial, y

» ensayos basados en amplificacion de &cidos nucleicos

Clasificacion de ensayos para determinacion de HPV

Hibridacion de Amplificacion Amplificacion de
acidos nucleicos de sefal 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
PapilloCheck ®
CLART HPYV 2°®
INNO-LIPA®

Linear Array®
MCHA®

PreTect® Proofer
APTIMA®HPV Assay

Figura 19. Clasificacion de ensayos para determinacién de VPH3,
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La variabilidad observada en cuanto a sensibilidad y reproducibilidad de la

citologia ha dado lugar a que en los Gltimos afios se haya analizado el papel de la prueba

VPH en la prevencién secundaria del cancer de cérvix3*¥

138

, ya sea asociado a la
citologia™" (co-test) o como técnica inicial de cribado. Multiples ensayos randomizados
demuestran que la prueba VPH es mas sensible para la deteccion de CIN3, si bien la
especificidad y por tanto el valor predictivo positivo (VPP) 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*®®, objetiva cémo combinando citologia y prueba VVPH (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 realizacion 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 mas 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
afios. 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.

A continuaciéon se describen mas detalladamente los métodos de deteccion de

VPH aprobados por la FDA (Tabla 3) como métodos de cribado del CCU junto con la

citologia*®14.

Tabla 3. Pruebas para la deteccion de VPH aprobadas por la FDA para su utilizacion en
el cribado poblacional™®®.

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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3.2.1. Meétodos en los que no se realiza amplificacion

e CAPTURA DE HIBRIDOS

La Captura de Hibridos (Hibryd Capture® 2 o HC2) es una técnica de
hibridacion que 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 5
tipos de VPH-BR (6, 11, 42, 43, 44) y 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
reaccion medida en unidades relativas de luz o0 URL) lo que significa una estimacion de

la carga viral o cantidad de virus presente en una muestra determinada’%.

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™*. 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 nimero no despreciable de reacciones
cruzadas con VPH-BR que dan lugar a un pequefio niimero de falsos positivos. Sin
embargo este aspecto parece ser poco importante desde la perspectiva del cribado

poblacional™** 44

° CERVISTA®

Es una técnica automatizada de deteccion del VPH basada en la hibridacion, que
unicamente permite analizar muestras de citologia liquida, de modo que no puede
utilizarse en 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, y Mix 3: 16, 31, 33, 35,
52, 58).
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Tras la extraccion del ADN se aplica el test de Cervista®, que realiza la lectura
mediante un método denominado invader, basado en una reaccion 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 VPH-BR.

Para tipificar los VPH presentes debe procederse a una segunda prueba’*.

3.2.2. Métodos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

Estos métodos se basan en la amplificacién del ADN del virus** 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 accién 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

histolégicas™®.

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). EI método més utilizado es la PCR
consenso, en la cual se amplifica una region con secuencia muy similar entre todos los
VPHSs para, posteriormente, por métodos de hibridacién 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 comdn L1,
utilizando los primers MY09 y MY11"®. El amplificado generado es de
aproximadamente 450 pares de bases. Después se han disefiado variantes como
PGMYO09/11, GP5/GP6 o su variante GP5+/GP6+, y SPF10. A menor region para

amplificar, mayor es la sensibilidad para detectar la presencia del VPH.

Un método no reconocido por la FDA para screening es el sistema CLART
HPV2'*" que consiste en un método semiautomatizado de genotipado viral basado en la
amplificacion de oligonucleétidos (primers) por accion de la polimerasa, detectando 35

genotipos (20 de alto riesgo y 15 de bajo riesgo).
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» COBAS® 4800

Se trata de un método comercializado de deteccion del VPH basado en la PCR
en tiempo real 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®. Muestra una elevada sensibilidad clinica, por lo que es adecuada para

su utilizacion en el cribado poblacional.

3.2.3. Métodos 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 vy validado en la plataforma Panther como co-test y para la
seleccién de las citologias ASC-US™.

3.3. Marcadores moleculares de proteinas del ciclo celular

Actualmente se estan investigando y desarrollando otras estrategias que permitan
identificar a aquellas pacientes que realmente presentan un alto riesgo de sufrir
transformaciones carcinogénicas y desarrollar un cancer invasivo. Uno de los mejores
indicadores de esa capacidad de transformacion neoplasica en las muestras cervicales
seria la deteccidn de los niveles de proteinas oncogénicas producidas por el VPH. Por
eso, se estan evaluando biomarcadores que intervengan en las vias moleculares de la

carcinogénesis**¥ 12,
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= Marcadores de regulacién del ciclo celular: p53, p21, bax, pRb, p16™<*,
p27, MCM2 y TOP Ila (ProEx™ C)™3, ciclina D1, ciclina A, ciclina E.

= 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 sefializacion.

= Marcadores de infeccion VPH: proteina L1 de la capside.

Recientemente se ha evidenciado que algunos biomarcadores pueden ser
detectados por métodos inmunohistoquimicos*>* 'y, por tanto, pueden ser evaluados en

un examen cito-histolégico:
3.3.1. p16"™ < (p16)

Es una proteina codificada por el gen supresor CDKN2 (MSTK, INK4) situado
en el cromosoma 9p21, inhibidora de las quinasas dependientes de ciclinas (cdk). La
proteina del retinoblatoma (pRb) en condiciones normales se une al factor de
transcripcion E2F, bloqueando la transcripcion de los genes que estimulan la progresion

del ciclo celular y su proliferacion (Figura 20).

Tanto en el cancer de cérvix como en sus lesiones precursoras, la pRb esta
funcionalmente inactivada desde las fases iniciales de la carcinogénesis cervical como
consecuencia de la expresion del gen E7 del VPH que la bloguea. Existe, entonces, una

relacion inversa entre la expresion de p16'™<* g'NK4a

y la presencia de pRb activa. La pl
se detecta cuando la pRb esta alterada (mutada, deleccionada o inactivada) y, se reduce
0 est& ausente en células que contienen pRb con actividad normal. Es independiente de

la edad de la paciente y del tipo de VPH.

La sobreexpresion de pl6 es facilmente detectable en muestras histolégicas y
citoldgicas por tincion inmunohistoquimica, siendo un marcador de progresion

155-158

neoplasica que mejora la especificidad diagndstica y soluciona los problemas

existentes de variabilidad interobservador.
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Promotor Gen p16'hkae
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p16/NKaa p16'Nkaa
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p" 6INK4a
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Figura 20. Mecanismo molecular de la sobreexpresion de p16.

3.3.2. Ki-67

Ki-67, también conocida como MIB-1, es una proteina que puede ser detectada
en el ndcleo de células en proliferacion, en todas las fases del ciclo celular (G1, S, G2y
M), pero no en células inactivas ya que esta ausente en fase GO. La expresion de Ki-67

seria mayor en las alteraciones de la maduracion epitelial que en los epitelios normales.

En condiciones normales Ki-67 se expresa en la capa suprabasal del epitelio
cervical, aparece en las capas superiores y es mas intensa a medida que se incrementa el
grado de displasia. Diversos estudios han comprobado que la progresion tumoral se
asocia a un aumento de proliferacion celular y que la expresion de Ki-67 constituye un

potencial indicador prondstico en las lesiones premalignas del cérvix*®: 1.
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3.3.3. Tincion dual p16/Ki-67

La union de los dos biomarcadores antes mencionados en una misma técnica ha
dado lugar a la denominada tincion dual p16/Ki-67, comercializada por Laboratorios
Roche como CINtec® PLUS kit, que consiste en un método inmunohistoquimico para
determinar cualitativamente y de manera simultanea las proteinas p16™<* y Ki-67 en
estudios cito-histologicos cervicales, y puede ser aplicada tanto en citologia

convencional como liquida.

Se ha propuesto que la deteccién simultanea de la proteina p16™“?, marcador de
antiproliferacion, y la proteina Ki-67, marcador de proliferacion, en una misma célula se
deberian excluir mutuamente en condiciones fisiologicas. Por lo tanto, la deteccion de
células cervicales epiteliales individuales coexpresando ambos marcadores puede
representar un signo independiente de desregulacion del ciclo celular secundaria a la

infeccion transformante por VPH.

La principal ventaja de esta tincion dual pl6/Ki-67 es que no precisa de
interpretacion morfoldgica de las caracteristicas nucleares, y se considera como positiva
para el test cualquier muestra con al menos una célula con positividad dual (tincion

marron citoplasmatica para p16 y tincidn roja nuclear para Ki-67) (Figura 21).

Figura 21. Célula positiva para tincion dual p16/Ki-67.

Se han realizado tres ensayos clinicos controlados en Europa con esta técnica:
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» Estudio PALMS™: Primary, ASC-US, LSIL Marker Study

» Estudio multinacional, multicéntrico, prospectivo y diagnostico en mas de
27.000 mujeres.

> Estudio EEMAPS™: European Equivocal or Mildly Abnormal Pap Cytology
Study

* Unos 200 casos de CIN 2+ confirmadas por biopsia, provenientes de 776
casos de ASC-US y LSIL.

> Estudio Wolfsburg'®?: Subestudio del Wolfsburg Pap/HPV Co-Testing Study
» Estudio retrospectivo con méas de 4400 mujeres mayores de 30 afios.

» Estudio retrospectivo con 427 mujeres con citologias negativas y VPH

positivo.

Los resultados de estos estudios sobre el comportamiento diagnostico de la

tincion dual para CIN2+ se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Comportamiento diagnostico de la tincion dual para CIN2+.
Resultados de los estudios PALMS'®®, EEMAPS™*® y WOLFSBURG™.

CINtec® PLUS Sensibilidad Especificidad
Cribado*®'% 90 - 93% 95 - 97.5%
Triaje LSIL'"®%! 85 - 94% 54 - 68%
Triaje ASC-US™*® 92 - 94% 78 - 81%
Triaje Citologia o o
negativa /VPH-AR 92% 85%
positivo'®
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La tincion dual p16/Ki-67 en citologia constituye, por tanto, una de las pruebas
mas prometedoras para identificar lesiones cervicales premalignas. En los estudios
publicados, a pesar de las notables diferencias en los criterios de inclusion, se observa
una sensibilidad y especificidad muy altas (aproximadamente del 90 y del 80%,
respectivamente). La sensibilidad es significativamente mejor en las muestras
preparadas con ThinPrep® que en extensiones convencionales o preparadas con
SurePath®'®,

Actla como herramienta de seguridad en el diagnostico histolégico rutinario.
Pone de manifiesto focos lesionales de pequefio tamafio, lesiones artefactadas u ocultas

que pueden pasar desapercibidas con las técnicas de rutina.

Facilita el diagndstico diferencial entre los simuladores de lesion cervical
(metaplasia escamosa inmadura, cambios celulares asociados a atrofia e inflamacion) y

las verdaderas lesiones intraepiteliales de alto grado.

La tincion dual p16/Ki-67 ha demostrado ser particularmente Gtil en la seleccién
de las pacientes con citologia de ASC-US y LSIL, y en casos con prueba de VPH

positiva y citologia negativa'®® 1%,

La alta sensibilidad y especificidad se observa especialmente en mujeres
mayores de 30 afios, 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
valoraciéon de criterios morfoldgicos e inmunohistoquimicos incrementa de forma
notable la especificidad de la técnica, lo que puede ser especialmente Util en mujeres

jovenes'®®,

En la Guia de cribado del CCU de 2014 se describen las estrategias de actuacién
clinica en mujeres con prueba de deteccidén del VPH positiva y citologia negativa, que

incluye la tincién dual (Figura 22)'%°.
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Figura 22. Algoritmo de actuacion clinica en mujeres con prueba de deteccién del VPH

positiva'?.

4. TRATAMIENTO DE LA NEOPLASIA INTRAEPITELIAL
CERVICAL

Existen diversos tipos de tratamiento, los cuales se dividen en:

= Destructivos: producen una destruccién fisica de la lesién y, por tanto, no
obtienen tejido para estudio histolégico. Son la termocoagulacion,

electrocoagulacion, criocoagulacién y vaporizacién con laser de CO2.

= Escisionales: extirpan la lesion, por ello puede realizarse el estudio
histoldgico, que permitird descartar la presencia de  microinvasion o
invasion, que esta presente en un 6-12% y un 2% respectivamente. Son la

conizacion y la histerectomia.
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4.1. Conizaciéon

La técnica consiste en la exéresis de toda la zona de transformacion (ZT),
incluyendo la lesion. Dicha exéresis puede realizarse con bisturi frio o laser CO2,
aungue la técnica méas extendida en la actualidad es la exéresis con asa de diatermia, la

cual se considera un método seguro y eficaz.

La escision con asa diatérmica fue introducida por Cartier en 1984 para la toma

de biopsias con fines diagnésticos. En 1989 Prendiville'®*

propuso la técnica con
finalidad terapéutica al incorporar asas de mayor tamafio que permiten la exéresis de
toda la zona de transformacion. En Europa la técnica se conoce como LLETZ (Large
Loop Excision of the Transformation Zone) y en Estados Unidos se emplean las siglas

LEEP (Loop Electrical Excision Procedure).

En general, la escision debe adaptarse al tamafio y caracteristicas lesionales. Se

132, 165

distinguen 3 tipos de escision segun la presencia de componente endocervical de

la lesion:

= Escision tipo 1: aplicable en casos con ZT tipo 1, en los que el asa
diatérmica no debe incluir canal endocervical ni superar los 8 mm de

profundidad.

= Escision tipo 2: indicada en ZT tipo 2, implica resecar una pequefia parte

de canal endocervical visible mediante colposcopia.

= Escision tipo 3: indicada en ZT tipo 3, incluye parte de epitelio

endocervical.

Un estudio reciente'®®

compara la efectividad de la conizacidén en lesiones
cervicales intraepiteliales de alto grado mediante electroescision quirtrgica con Asa de
Trucone y con asa diatérmica. Concluyen que ambas asas fueron efectivas, aunque se
encontraron diferencias significativas a favor del asa de Trucone, en cuanto a menor

tiempo quirdrgico, menor compromiso de los bordes y menor frecuencia de recidivas.
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4.2. Seguimiento postratamiento de la lesion escamosa de alto

grado

Aunque los porcentajes de exito de los tratamientos actuales son superiores al
95%, el seguimiento postratamiento es necesario. Las mujeres tratadas por CIN
presentan un riesgo de desarrollar un céncer invasor 5 veces mayor que el de la
poblacion general, y éste puede aparecer en un periodo de 10 a 20 afios después del

tratamiento™®’.

El riesgo de recurrencia es aproximadamente un 15% (5-25%), y la mayoria de
las recurrencias se dan en los dos primeros afios postratamiento, aunque el riesgo esta

incrementado en las dos siguientes décadas'®.

La enfermedad residual es aquella lesion que se pone de manifiesto en
cualquiera de los controles realizados en el curso de los 12 primeros meses después del
tratamiento. La enfermedad recurrente es la que se presenta después del primer afio de

seguimiento, durante el cual tanto la citologia como la colposcopia han sido negativas.

Se han propuesto diferentes protocolos de seguimiento postratamiento®®® 1. Se

recomienda citologia y colposcopia cada 6 meses y determinacion del test de VPH a los
6-12 meses. Si dos citologias consecutivas son negativas o el test viral es negativo la

paciente puede volver al cribado normal durante un minimo de 20 afios*"*.

La sensibilidad del test de VPH para detectar lesién persistente o recurrente!’?*"

alcanza el 90% a los 6 meses del tratamiento y se mantiene asf hasta los 24 meses*’.

Los factores que se han asociado a un mayor riesgo de persistencia o recurrencia
son:
= Tamafio lesional.
= Estado inmunoldgico
= Edad de la paciente (50 afios)
= Persistencia de infeccion por VPH postratamiento

= Afectacion de los margenes quirdrgicos.

Las pacientes con persistencia del VPH (especialmente el VPH 16) después de la

conizacion tienen un riesgo del 40% de CIN 2+ en los dos afios siguientes®”.
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La afectacion de los margenes quirurgicos no es sinénimo de enfermedad
residual, ya que la mayoria de las pacientes con margenes positivos no presentan fallos
del tratamiento, y los margenes libres de enfermedad no garantizan el éxito del
tratamiento tampoco. Los margenes afectos pueden ser consecuencia de la respuesta
inflamatoria de la herida o por el efecto de la temperatura durante el procedimiento

escisional del asa de diatermial™.

La conducta ante margenes afectos, normalmente, es el seguimiento con
controles citoldgicos, colposcopicos y test de VPH. En caso de persistencia o de
recidiva esta indicada una segunda conizacion. En mujeres mayores de 50 afios con
afectacion del margen endocervical, se acepta un tratamiento inmediato, la re-

conizacién o la histerectomia, ya que son un grupo de alto riesgo de recurrencia®™.

Las pautas para el seguimiento postratamiento de la CIN descritas en la

Oncoguia SEGO® de 2014 se muestran en la Figura 23.

Control post-tratamiento de CIN

Margeneas Negatives Margenes o LEC post-conizacidn positives
Co-test Co-test + estudio endocervical Tratamiento escisional
a bk & P (deneas) Flagore 50 afios y margesn

md=eries prubye
Hisisreciomis (sacepaona

Ho demso reproduchvo

| HI':"; alivd Hl';l-;a'_n-l: mpzubiidad ratamimmbs sxhions

Co-test (24 meses) Co-test (12 y 24 mases)

| Positive | | Negativa Negativa Pasitiva
——  Co-test (= afics) Co-test (= afios)
| Meg :‘l'.n-l: . Megativa
Colposcopla Cribado rutinarle (a menos 20 afos) Colposcopla

Figura 23. Algoritmo de seguimiento postratamiento de CIN. Oncogufa SEGO 2014'%°,
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La afectacion de los margenes quirargicos en la conizacion ha sido descrita
como la causa principal de enfermedad residual. Ha demostrado ser un factor predictor
independiente  de recurrencia, con presencia de lesion residual tras

reconizacion/histerectomia en el 51,8% de los casos'’’.

La tasa de enfermedad residual después de una conizacion independientemente

de la modalidad terapéutica, segtin Martin-Hirsch'™®, es del 3-10%.

El porcentaje de afectacion de margenes publicado en la literatura es muy
variable. Se ha descrito una incidencia de margenes afectados hasta en el 48% de los

casos en los que se realiza un tratamiento escisional*’**%".

La afectaciéon de los margenes de reseccién es un factor asociado a la
persistencia lesional. La afectacién del margen endocervical supone mayor riesgo de
lesion residual que la afectacién del margen exocervical. La afectacion de 2 o 3
margenes (exocervical, endocervical y profundo o lateral) presenta una elevada

probabilidad de lesién residual®.

Un margen afectado no es sindénimo de lesion residual, puesto que
aproximadamente un 60% de las pacientes con margenes positivos no presentan CIN en

el sequimiento posterior'®,

La persistencia de infeccion por VPH-AR se considera un factor
estadisticamente significativo de recurrencia y un marcador temprano de fallo
terapéutico. Las mujeres con elevado riesgo de persistencia del VPH (mayores de 50
afios con lesiones extensas y/o margenes afectos o inmunosuprimidas) presentan un alto

riesgo de recurrencia.

Existe en la actualidad evidencia concluyente de que la infeccion por alguno de
los tipos de VPH-AR, no es solo necesaria para el desarrollo de lesiones de alto grado,
sino también para el desarrollo de las segundas lesiones tras el tratamiento. Son
numerosas ademas las evidencias de que un tratamiento efectivo elimina tanto la lesion
pre-maligna como el VPH-AR causante. Por el contrario, en las mujeres que desarrollan
lesion persistente/recurrente la infeccion por VPH-AR también persiste tras el

tratamiento®®.
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Diversos estudios han evaluado el rendimiento clinico de la combinacion de
biomarcadores virales en el céncer cervicouterino. En general, la mayoria de los
métodos disponibles tienen una alta sensibilidad y especificidad para la identificacion
de CIN2, como la tincién dual p16/Ki-67**°.

En este trabajo de investigacion nos planteamos la necesidad de dar respuesta a
un problema clinico-asistencial que se observa en la practica clinica diaria en las
Unidades de Patologia del TGI , y es la alta incidencia de conizaciones por lesiones
escamosas de alto grado junto a un elevado nimero de casos con afectacion de los

bordes quirdrgicos de reseccion.

Por todo lo anteriormente expuesto planteamos la siguiente hipotesis de
trabajo: la realizacion del test dual p16/Ki-67 en estos conos con margenes afectos de
enfermedad podia ser un factor determinante en el seguimiento clinico de estas
pacientes. Expresado de otra forma, si la positividad en los margenes endocervicales del
cono nos obligaria a ampliar el tratamiento quirdrgico, y su negatividad nos permitiria

un seguimiento clinico, en la Unidad del TGI, de forma menos estricta.

Para contrastar esta hipotesis disefiamos nuestra memoria  de forma
retrospectiva, sobre todas las conizaciones llevadas a cabo en la Unidad de Gestion
Clinica (UGC) de Obstetricia y Ginecologia del Hospital Universitario Virgen de la
Victoria de Mélaga, durante 5 afios y nos planteamos los siguientes objetivos :
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1. OBJETIVO PRINCIPAL

-Comprobar si la tincién dual p16™K*¥Ki-67, método de diagndstico

inmunohistoquimico, se expresa en los margenes de los conos afectos de SIL-AG,

asociandose con lesiones CIN2+ subyacentes.
2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

2.1. Analizar la influencia de los cofactores de riesgo de cancer de cérvix en
nuestras mujeres conizadas por SIL-AG y con afectacion de lesién escamosa en sus

bordes.

2.2. Establecer si existe relacion entre los margenes afectos por SIL alto grado y

la persistencia del VPH-AR tras la conizacion.

2.3. Investigar la relacion entre la tincion dual p16/Ki-67 y la persistencia de
VPH-AR en las conizaciones, con margenes afectos, por SIL-AG confirmados

histolégicamente.
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1. AMBITO DE TRABAJO: POBLACION DE ESTUDIO

Nuestro estudio abarca la poblacion femenina de Méalaga, que segun el Servicio
Andaluz de Salud corresponde al Hospital Universitario Virgen de la Victoria y su
Centro de Especialidades San José Obrero incluyendo los distritos sanitarios de Malaga
Centro-Area metropolitana de Malaga, Malaga Oeste, Torremolinos-Churriana y Coin-
Valle del Guadalhorce. También somos unidad de referencia para patologia del TGl
del municipio de Benalmadena. Dicha poblacién esta integrada por 7 Zonas Baésicas,
con 33 Centros de Salud y 16 Consultorios Rurales.

En cifras absolutas de poblacion vienen a significar aproximadamente 155.877
mujeres con edades comprendidas entre los 20 y los 65 afios™®, a las que se les ha
practicado un cribado mixto (poblacional y oportunista) mediante citologia
convencional (triple toma de Wied) desde el 1 de Julio del 2008 hasta el 1 de Julio de

2013 (cinco afios completos e ininterrumpidos).

En nuestra Comunidad Auténoma de Andalucia se estd aplicando la siguiente
estrategia de cribado: Proceso Asistencial Integrado (PAI) de Cancer de cérvix-Céancer
de Gtero de la Consejeria de Salud de la Junta de Andalucia, aprobado en el Hospital
Universitario Virgen de la Victoria de Malaga (HUVVM) en noviembre del 2006 e
implantado desde enero del 2008, y del cual se ha efectuado una revision en diciembre
del afio 2010".

-Programa de cribado: oportunista, aunque existen iniciativas para mejorar la

captacion y adherencia al cribado por parte de los médicos de Atencion Primaria.

-Poblacidén diana: mujeres no histerectomizadas a partir de los 3 afios de inicio

de las relaciones sexuales y hasta los 65 afios.

-Prueba e intervalo de cribado: citologia trienal después de dos citologias

realizadas con intervalo de 1 afio, con resultado valorable y negativo.

-Aguellas mujeres con 65 afios que no se han realizado ninguna citologia en los
ultimos 5 afios requieren 2 citologias normales, de intervalo anual, para finalizar el

programa de cribado.
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En nuestro estudio se analizan las citologias de cribado tanto del area de salud
asignada a la Unidad de Patologia del TGI hospitalaria como de las consultas
ginecoldgicas hospitalarias, y también del Centro de Especialidades San José Obrero.
La poblacion femenina asignada es fundamentalmente urbana, ya que la mitad
corresponde al municipio de Méalaga y la mitad del resto estd constituida por zona peri-

urbana o municipios de la Costa de Sol.

Del total de la poblacion, nuestro estudio lo centramos en las mujeres que fueron
diagnosticadas de anomalias citolgicas, compatibles con lesion intraepitelial escamosa
de alto grado (HSIL), y que tras el estudio en la Consulta de Patologia del TGl fueron
sometidas a una conizacion, y en el andlisis anatomopatolégico posterior se vio que
resultaron con méargenes afectados de enfermedad, y a los que posteriormente se les
aplico el test dual p16'Ki-67.

De las 480 conizaciones realizadas en los 5 afios del periodo de estudio, nuestra
muestra esta constituida por 95 mujeres conizadas con el diagnostico de afectacion de
los margenes quirurgicos (19,8%), que incluye 80 lesiones intraepiteliales escamosas de
alto grado (SIL-AG) y 15 de bajo grado (SIL-BG).

Al total de esta muestra de mujeres conizadas, que previamente fueron
diagnosticadas de alteraciones citolégicas (HSIL, ASC-H, AGUS,...), ademas se les
practicd una colposcopia, un estudio molecular para la determinacién de ADN-VPH y
una biopsia dirigida bajo control colposcopico en la Consulta de Patologia del TGI de

dicho Centro hospitalario.

Todos los casos fueron diagnosticados por el mismo equipo de profesionales que
integran la Seccién de Citodiagnostico de la UGC de Anatomia Patoldgica, y la Unidad
de Patologia del TGI de la UGC de Obstetricia y Ginecologia, del mismo Centro
hospitalario.
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2. METODOLOGIA DE TRABAJO

Se ha realizado un estudio poblacional, de corte transversal, de tipo

observacional y descriptivo (retrospectivo).
2.1. Criterios de inclusién

Se incluyeron en esta memoria todas las pacientes que reunian los siguientes

requisitos:

» Mujeres sometidas a una conizacién cervical, y con resultado histolégico de
afectacion de los bordes del mismo, durante los cinco afios que abarca el estudio (1 julio
2008 a 1 julio 2013).

« Diagnosticadas previamente con citologia de HSIL, ASC-H, AGUS,...; que
ademas se les hubiera practicado una colposcopia, una determinacién de ADN-VPH, asi

como una biopsia dirigida.
2.2. Criterios de exclusion

» Mujeres conizadas en las que el estudio de los margenes de reseccion result6
dudoso o no valorable, por los patélogos, debido fundamentalmente a artefactos de los

mismos.
« Aquellos casos con sospecha histoldgica de microinvasion del estroma.

« Pacientes en las que el estudio histologico definitivo del cono fue negativo

(cono “en blanco™).
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3. RECOGIDA DE MUESTRAS

La recogida de muestras fue centralizada en la UGC de Anatomia Patoldgica del
HUVVM. A partir de las historias clinicas de las pacientes se obtuvo el nimero de
biopsia correspondiente. Con estos numeros, se recuperaron las muestras histologicas de
las conizaciones, tefiidas con Hematoxilina y Eosina (HE), de cada paciente del archivo
de Anatomia Patologica. A cada pieza de conizacion con margen afecto se le asigné un
namero, de forma correlativa, desde el inicio del periodo de tiempo comprendido en el
estudio hasta el ultimo, en julio del 2013.

El estudio se adapto estrictamente y en todo momento a las leyes de proteccion

de datos y de proteccion de los derechos de las pacientes.

Todos los datos que pudieran afectar a la intimidad de las pacientes se
recogieron en una base de datos protegida. No se hizo referencia alguna a sus hombres
ni se les identifico en ningun informe o publicacién. El analisis de la informacién se
hizo siempre de forma agregada y nunca individual. Los datos personales se
desvincularon permanentemente de los datos clinicos con el fin de proteger la identidad
de las participantes (método de “anomizacion” de datos). La base de datos del estudio se
encontraba protegida electronicamente con una clave para limitar el acceso Unicamente

a los investigadores.

La técnica inmunohistoquimica pl16/Ki-67, en las muestras seleccionadas, fue
aplicada en la Unidad de Apoyo a la Investigacion Oncopatolégica, ubicada en la
Unidad Docente de Anatomia Patoldgica, en Facultad de Medicina de la Universidad de

Malaga.
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4. ESTUDIO CITO-HISTOLOGICO CONVENCIONAL

El diagnostico se realizd mediante la aplicacién consecutiva de tres pruebas

basicas:

La primera es la citologia cervicovaginal, mediante la triple toma de Wied:
exoceérvix, fondo de saco vaginal y endocérvix, ésta Gltima con cepillo de
Stormby endocervical. En el caso de que la paciente presente ya una citologia
anormal, solo se repetird la citologia si el intervalo es de tres meses como
minimo (lo contrario, pensamos, solo hace aumentar el numero de falsos

negativos).

En segundo lugar, la colposcopia permite la localizacion de la lesion, su
extension tanto en el exocérvix como en la vagina, y si se introduce por el canal

endocervical.

La tercera prueba diagnostica es la biopsia dirigida por colposcopia. Si la zona
de transformacién no es visible, esta situada en el canal cervical, algunas veces,
optamos por realizar una cervico-histeroscopia que permite su visualizacion, o
bien en su defecto, realizamos un legrado endocervical, teniendo en cuenta que
el material aqui obtenido suele ser escaso Yy sin relacion con el estroma, por lo

que el resultado, en muchos casos, sera valorado con reservas'®.
Estudio cito-histologico convencional

Las extensiones cervico-vaginales remitidas en portas fijados, desde las

consultas de Atencion Primaria y de Atencion Especializada, fueron registradas en la

UGC de Anatomia Patoldgica segun datos de filiacién (nombre y apellidos, edad, N° de

Seguridad Social, NUSSA,...). Tras ello se inici6 el procedimiento de tincion clasica de

Papanicolaou en equipo automatizado Leica® y tras el montaje se realiz6 el screening

por dos citotécnicos, con confirmacion posterior por el patélogo.

El informe anatomopatoldgico de la citologia cervicovaginal se realizo siguiendo

la clasificacion Bethesda para interpretacion de citologia cervicovaginal*®.
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Las piezas de biopsia y conizacion cervical fueron manejadas de la forma
convencional para su estudio histopatologico. Se recibieron fijadas en formol marcadas
las conizaciones con un hilo de sutura a las 12 horas y tras ser seccionadas por dicho
punto en sentido craneo-caudal, se realizaron cortes seriados en sentido horario y fueron
divididas en cuadrantes, comprendidos entre las 0 y 3 horas, entre las 3 y 6, entre las 6

y las 9, y finalmente entre las 9 y las 12 horas.

Cada cuadrante fue seccionado en cortes convencionales de un grosor de 2 a
3 mm. Obteniéndose de 3 a 4 cortes de tejido por cada cuadrante, en total de 12 a 16
cortes por cada cono. Los cortes de tejido fueron procesados y tefiidos con Hematoxilina

y Eosina (HE) para su estudio histopatologico rutinario.

Los cortes de tejido al microscopio mostraban una superficie recubierta por
epitelio escamoso exocervical en uno de sus extremos y en el opuesto epitelio
endocervical con invaginaciones glandulares, presentando en la zona central el &rea de

lesion o CIN.
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5. DETECCION DEL ADN DEL VPH POR TECNICAS DE
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Extraccion de ADN genomico

e A partir de tomas citologicas. Se coloca la torunda en 1,5 ml de solucién salina
(PBS). Se agita la torunda dentro del tubo para que las células pasen al liquido.
Se centrifuga a media potencia durante 5 min para que las células decanten al
fondo del tubo. Se retira el sobrenadante.

e Se realizaron de 1-4 cortes de 10 micras de cada muestra tumoral (segun la

cantidad de material presente en cada seccion).

La extraccién del ADN se realiza en ambos casos de manera automatizada y
siguiendo las instrucciones del Maxwell 16 FFPE Tissue LEV DNA Purification kit
(Promega®).

Reaccion de amplificacion e identificacion del genotipo

El ADN extraido y purificado se utiliz6 como molde para detectar la presencia
de ADN del VPH mediante amplificacion por PCR usando cebadores Gp5-6 especificos

de la regién consenso L1.

Para la identificacion del tipo de virus se empleo el kit VPH-GenoArray, Master
Diagnostica® S.L. Granada, que permite la deteccion de 17 tipos especificos de VPH de
alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66/68, 73, 82) y 16 de bajo
riesgo (6, 11, 40/61, 42, 43/44, 54/55, 70, 57/71, 72, 81, 84/26). Esta identificacion se
realiza mediante amplificacion por PCR de un fragmento de 450 pb de la region

consenso L1 e hibridacidn reversa con sondas especificas para cada tipo (Figura 24).

o 6 11 | 4076 | 42 43/
: 54/5 | 70 | 57/7 | 72 81 84/26
: CH CA 16 18 31 33
J 53 59 45 51 52 53
o — 56 58 59 66/ 73 82
HPV 66/68 HPV 16y 31 o

Figura 24. Identificacion del genotipo mediante PCR seguida de hibridacion en
membrana.
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6. DETECCION INMUNOHISTOQUIMICA: TINCION DUAL
p16'™*?/Ki-67 (CINtec® PLUS)

El estudio inmunohistoquimico se ha realizado en muestras histoldgicas
obtenidas a partir de las conizaciones, previamente tefiidas con HE. A todas las
muestras se les retird, inicialmente, el cubreobjetos sumergiéndolas en xilol. Tras
aproximadamente una semana fueron sometidas a un proceso de doble inmunotincion
para la determinacion de la inmunoexpresion de las proteinas p16™** y Ki-67 con el
CINtec® PLUS Kit (Roche-mtm Laboratories, Heidelberg, Germany), de acuerdo a las

instrucciones del fabricante (Figura 25).

El anticuerpo utilizado para la determinacion de la proteina pl6 fue el
anticuerpo primario monoclonal de ratén, clon E6H4™, y un anticuerpo primario

monoclonal de conejo, clon 274-11 AC3, frente a la proteina humana Ki-67.

Pelimere antl- ratén HRP . Polimsrs snd- conzly AP

Figura 25. Tincion dual p16/Ki-67. Principio del procedimiento.
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La inmunotincidn se llevo a cabo en el inmunotefiidor automatico Autostainer
Plus (Dako, Copenhagen, Denmark) usando un sistema de revelado basado en dos
reactivos de polimeros conjugados: con peroxidasa de rébano y otro polimero
conjugado con fosfatasa alcalina. EI cromogeno empleado fue diaminobencidina para la
peroxidasa y Fast Red para la fosfatasa alcalina con contratincion de hematoxilina.
Como control negativo se sustituyo el anticuerpo primario por un suero no inmune. El
control positivo utilizado fueron muestras tumorales procedentes de neoplasias de

cérvix conocidas previamente como positivas para p16.

Todas las tinciones fueron valoradas por el patdélogo y se clasificaron
dicotomicamente como pl6/Ki-67 negativas (ausencia de tincion) (Figura 26 A) o
p16/Ki-67 positivas (tincidn fuerte y difusa) (Figura 26 B), conforme al atlas y guia del

producto:

Figura 26. Test dual p16/Ki-67. A. Negativo. B. Positivo.
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-El procedimiento del CINtec® PLUS Kit genera dos productos de reaccion de
6INK4a y
otro rojo que se precipita en el lugar donde hay antigeno Ki-67. La tincion de células

distinto color: uno marrén que se precipita en el lugar donde hay antigeno pl

con color marrén (citoplasma y/o nicleo) indica la sobreexpresién de p16™<*. La
tincion de células con color rojo (nucleo) indica la expresion de Ki-67. Las células con
ambas tinciones mostraran una tincién marron citoplasmatica con un nucleo tipicamente

de color rojo intenso, que son indicativos de una expresion simultdnea de p16 y Ki-67.

-La presencia de una o méas células cervicales epiteliales con la presencia de

ambas tinciones, la inmunotincién marrén citoplasmatica y la inmunotincién roja del

nucleo dentro de la misma célula, se interpreta como un resultado positivo del test dual.

-Si no se detectan células cervicales epiteliales con la presencia de ambas, la
inmunotincion marrén citoplasmatica y la inmunotincién roja del ndcleo, se interpreta

con un resultado negativo del test dual.

-La presencia de células cervicales epiteliales que muestren inmunoreactividad a
tan sélo uno de los dos marcadores (como por ejemplo s6lo la tincién marrén por pl16 o
solo la tincidn roja por Ki-67) no se consideraran un resultado positivo del test dual;
incluso si ambos tipos de células cervicales que muestran una inmunoreactividad se

encuentran en la misma muestra.

-Si se detectaran células con indicacién de discariosis severa que no presenten la
tincion de ambos marcadores, pl16 y Ki-67, los criterios morfolégicos de interpretacion

no se deben ignorar.
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7. DESCRIPCION DE LOS PARAMETROS ESTUDIADOS

Las variables analizadas han sido recogidas de las historias clinicas de las

pacientes depositadas en el Servicio de Documentacion Clinica del HUVVM.

Atendiendo a la naturaleza de la variable, asi como su posible relacion con
nuestra variable principal (lesion histoldgica), éstas pueden clasificarse en los siguientes

grupos:

A. VARIABLES DEMOGRAFICAS

> EDAD: expresada en afios, en el momento de la practica de la conizacion

cervical, y que aparecia registrada en la historia clinica de la paciente.

> NACIONALIDAD: haciendo distincion entre pacientes espafiolas, procedentes
de otros paises europeos, América del Sur, y del resto de continentes.

» MENOPAUSIA: si/no. Si la paciente era menopausica o no en el momento de la

cirugia.

B. VARIABLES RELACIONADAS CON LOS COFACTORES DEL
CANCER DE CUELLO UTERINO

> EDAD DE LA PRIMERA RELACION SEXUAL: expresada en afios. En la

expresion de los resultados se agrupo: < 15 afios, 16 - 20 afos, 21-29 afios y > 30 afios.

> NUMERO DE PAREJAS SEXUALES: hasta el diagnostico de la lesion
intraepitelial y segun confesaba la paciente en el momento de la realizacion de la

anamnesis.

> HABITO TABAQUICO: segln estuviese recogido en la historia clinica de la
consulta del TGI. No fue posible determinar el nimero medio de cigarrillos/dia, por lo

que nos limitamos a recoger: fumadora si/no; ex fumadora (méas de 1 afio).

» PARIDAD: nimero de partos y abortos que constaban en la historia obstétrica

en el momento de la intervencién quirdrgica.
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> ANTICONCEPCION HORMONAL: se han incluido anticonceptivos orales, el
parche y el anillo vaginal. Se especifico el tiempo de utilizacion de los mismos (= de 3

afios y < de 3 afios) que constaba en la historia clinica.

> ESTADO INMUNOLOGICO: Se han incluido los procesos intercurrentes que
mas menoscaban las defensas inmunoldgicas, como infeccion por VIH, paciente
trasplantada en tratamiento con ciclosporina, enfermedades autoinmunes en tratamiento

con corticoides, y otros.

> VACUNACION FRENTE AL VPH: si la mujer estaba vacunada o no, y el tipo

de vacuna, bivalente o tetravalente.

C. VARIABLES DIAGNOSTICAS

> DIAGNOSTICO CITOLOGICO: basandonos en la clasificacion Bethesda?®.

> PARAMETROS DERIVADOS DEL ESTUDIO MOLECULAR DEL VPH: en
la base de datos se incluyeron los genotipos obtenidos para cada caso positivo. Los

resultados los clasificamos en:
= VPH positivo o negativo.
= Genotipo VPH-AR.
= Patrén de infeccion VPH:

e Infeccion simple, cuando la muestra mostré infeccion por un

Unico genotipo de alto riesgo.

e Infeccion mdltiple, en los casos en los que se observé mas de un

genotipo de alto riesgo.

> RESULTADOS COLPOSCOPICOS: se evalud, en primer lugar, si la
colposcopia era adecuada o no. En los casos en los que la colposcopia fue adecuada, se
estudio el tipo de zona de transformacion (ZT), siguiendo la Clasificacion de Rio de
Janeiro® de 2011. Los hallazgos colposcdpicos anormales se catalogaron como Grado
1 (cambios menores) y Grado 2 (cambios mayores). También se recogieron las

imagenes sugestivas de carcinoma invasor.
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A continuacion localizamos la lesion siguiendo su distribucion horaria y
describimos el tamafio de la misma (nimero de cuadrantes). Asi como si se introducia o

no por el orificio cervical externo (la lesidn alcanzaba el canal endocervical).

> FECHA DE LA INTERVENCION QUIRURGICA: desde el 1-7-2008 hasta el
1-7-2013.

> CONCORDANCIA HISTOLOGICA ENTRE LA BIOPSIA CERVICAL Y
LA CONIZACION: analizando el grado de correlacion entre el diagndstico definitivo

de la pieza quirdrgica y el diagndéstico histologico previo a la intervencion quirdrgica.

> DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO DEFINITIVO: de las lesiones
intraepiteliales cervicales, siguiendo la Clasificacion de Richart, la cual hace constar
que la neoplasia cervical intraepitelial tiene tres grados, segin sea la afectacion del

espesor del epitelio escamoso (Figura 27):

= CIN1 (Grado 1): representa una displasia leve y es considerada una lesion
escamosa intraepitelial de bajo grado. La lesion se limita al tercio basal del

epitelio cervical.

= CIN2 (Grado 2): es considerada una lesion escamosa intraepitelial de alto
grado. La lesion esta confinada a los 2/3 basales del epitelio cervical, antes se

denominaba displasia moderada.

= CIN3 (Grado 3): también es una lesién escamosa de alto grado y la displasia es
severa. Ocupa mas de 2/3 del epitelio cervical, en algunos casos incluyendo todo
el grosor del revestimiento cervical. Dicha lesion se considera como un

carcinoma in situ.

Asi como el diagndstico de la estirpe del tumor: si es una lesion escamosa,
glandular, o ambas; y si habia o no afectacion glandular. Se registraron los casos con

legrado endocervical postconizacion positivos para lesion intraepitelial.
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CIN1 CIN2 CIN3

Figura 27. Neoplasia Intraepitelial Cervical.

El Colegio Americano de Patélogos (CAP) y la Sociedad Americana de
Colposcopia y Patologia Cervical (ASCCP) han establecido una nueva terminologia
histopatoldgica denominada “LAST” (Lower Anogenital Squamous Terminology), que
incluye los conocimientos actuales sobre la infeccion VPH, incorpora el uso de
biomarcadores y facilita la comunicacion entre profesionales®’. Esta terminologia ha
sido recogida en la ultima clasificacion de la OMS para las neoplasias del tracto genital

femenino publicada en 2014.

La terminologia LAST clasifica las SIL histolégicas asociadas al VPH en dos
grados, lesiones de bajo grado (LSIL) y lesiones de alto grado (HSIL). La clasificacién
utiliza, por tanto, la misma terminologia empleada para el resultado citologico en el
sistema de Bethesda y emplea criterios semejantes. Los criterios histopatologicos que

las define son:

= LSIL: proliferacion de células escamosas 0 metaplasicas con caracteristicas
nucleares anormales (aumento de tamafio nuclear, membrana nuclear irregular y
aumento de la relacion nudcleo/citoplasmica). Hay poca maduracion del
citoplasma en el tercio inferior del epitelio, pero la maduracion comienza en el
tercio medio y es relativamente normal en el tercio superior. Las figuras
mitoticas estan presentes solo en la parte inferior del epitelio. Puede observarse
coilocitosis, caracterizada por multinucleacién, agrandamiento nuclear y
pleomorfismo acompafiado por halos perinucleares, sin las caracteristicas de una
lesion de alto grado. Bajo este término se incluyen las lesiones de CIN1 de la
clasificacion de Richart/OMS 2004.
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= HSIL: proliferacion de células escamosas 0 metaplasicas con caracteristicas
nucleares anormales (aumento de tamafio nuclear, membrana nuclear irregular y
aumento de la relacion nucleo/citoplasmica, acompafiada de figuras de mitosis).
Hay poca o nula diferenciacion citoplasmatica en los tercios medio y superficial
del epitelio. Las figuras mitoticas no se limitan al tercio inferior del epitelio y se
pueden encontrar en la parte media y/o superficial. Bajo este término se incluyen
las lesiones de CIN2 y CIN3 de la clasificacion de Richart/OMS 2004.

Se acepta que las LSIL/CIN1 son la expresion histologica de una infeccion
productiva y autolimitada por VPH que comparte su misma historia natural y la mayoria
de veces regresa espontaneamente. El seguimiento estricto de estas mujeres minimiza el
riesgo que supone la falta de deteccion inicial de lesiones de alto grado. Por otro lado,
las HSIL/CIN3 se consideran auténticas neoplasias intraepiteliales con elevado
potencial de progresién y constituyen la lesién precursora necesaria del cancer de
cérvix. Contrariamente, el significado bioldgico de las lesiones de HSIL/CIN2 esta mal

definido ya que, en su evolucion, tanto pueden regresar como progresar.

La determinacion inmunohistoquimica de p16 permite una mejor categorizacién
de las lesiones frontera entre bajo y alto grado, fundamentalmente clasificadas
histolégicamente hasta ahora como CIN2 mediante criterios exclusivamente
morfolégicos. Las lesiones CIN2 pl6-positivas se incluyen en la categoria HSIL dado
su mayor riesgo de progresion, y las CIN2 pl6-negativas se reclasifican como LSIL
dado su comportamiento benigno y su bajo riesgo de progresion. La aplicacion del
marcador pl6 para aclarar el significado de una CIN2 se ha estimado que seria
necesario aplicarlo en menos del 10% de todas las biopsias.

En nuestro estudio los posibles hallazgos encontrados en el estudio
anatomopatol6gico han sido agrupados en dos categorias:

= SIL-BG: lesion intraepitelial escamosa de bajo grado que incluye las
LSIL/CIN1.

= SIL-AG: lesion intraepitelial escamosa de alto grado que agrupa las
HSIL/CIN2, CIN3 y carcinoma “in situ”.
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> ESTUDIO DE LOS MARGENES DE LA PIEZA: segln estuvieran o no

afectos y su relacion con la lesion histologica.

» VARIABLES RELACIONADAS CON EL OPERADOR- CIRUJANO: MIR,
adjunto novel (experiencia < 10 afos) o bien adjunto experto (> 10 afios).

> PARAMETROS DERIVADOS DEL ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO:
TEST DUAL pl6/Ki-67

La tincion dual se valoro de la siguiente forma:

e Positiva cuando se observé al menos una célula con patron de doble
tincion p16/Ki-67.

e Negativa en ausencia del patron de tincion doble.

Nuestra memoria se centré en los casos de los conos que mostraban, desde el
punto de vista histoldgico, afectacion en cualquiera de los bordes (exocervical,
endocervical o ambos) y de cualquier grado de displasia (CIN1, CIN2, CIN3). A este
grupo de conos histologicos son a los que posteriormente y de forma retrospectiva les
hemos practicado el doble test inmunohistoquimico pl6/Ki-67, segun la técnica

anteriormente descrita.

Para la aplicacion del doble marcador a los bordes de las piezas de conizacion

seguimos el siguiente guién:

v Al 97,9% de los casos en que el informe histologico evidencié afectacion
positiva de sus bordes, independientemente que fueran lesiones de alto grado
(SIL-AG) o de bajo grado (SIL-BG).

En el periodo de estudio se realizaron 480 conizaciones, y el informe mostréd
afectacion de los bordes en 80 SIL-AG y 15 SIL-BG. El test dual se aplicé a 78
SIL-AG y 15 SIL-BG.

v/ Asi mismo para comparar con los casos de conizaciones con bordes no afectos
(indemnes) se realiz6 el doble test al 10 % de la muestra (tanto si el informe
histoldgico era de SIL-AG como de SIL-BG).

Del total de las 480 conizaciones resultaron 326 casos con bordes libres: 243
SIL-AG y 83 SIL-BG. Se aplicé el doble test a 24 SIL-AG y 10 SIL-BG.
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v' Ademas también se efectué el doble test a un grupo control, aleatorio,

compuesto por 22 cérvix amputados, que habian sido extirpados por otras causas

distintas a procesos oncoldgicos, y con unas caracteristicas demograficas y

epidemioldgicas similares al grupo sometido a estudio.

Las cifras absolutas y relativas se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Distribucion de la muestra del test dual pl16/Ki-67 en las conizaciones con

bordes afectos.

LESIONES | LESIONES
BORDES N° Porcentaje | MUESTRA
CONIZACION ALTO BAJO
casos % pl16/Ki-67
GRADO GRADO
AFECTOS 80 15 95 19.8 93
INDEMNES 243 83 326 67.9 34
NO
VALORABLES i i St 6> 0
CONOS
NEGATIVOS i i e e L
TOTAL 323 98 480 100 127
MUESTRA
CONTROL i i e = =
D. VARIABLES DE SEGUIMIENTO
> ANALISIS DE LOS TRATAMIENTOS QUIRURGICOS

COMPLEMENTARIQS: si la paciente los recibié o no, en funcién del diagnostico
histologico definitivo del cono y de otros parametros clinicos o los cofactores. Estos
tratamientos fueron: reconizacion, histerectomia total, simple o ampliada. También se
registré el diagnostico de la estirpe tumoral: escamoso, glandular o ambos, o si la
biopsia definitiva fue negativa.
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> INFECCION PERSISTENTE POR VPH-AR EN EL CONTROL
POSTOPERATORIO: se establecid dicho control de ADN-VPH a los 6 meses de la
conizacién, y a los 12 meses (si persistia positivo), mediante la técnica de PCR. Si este

ultimo PCR continua positivo, se repite a los 24 meses de la intervencion quirdrgica.

> SEGUIMIENTO CLINICO: expresado en meses, en nuestra Unidad de
Patologia del TGI, desde la realizaciéon de la conizacion hasta el cierre del trabajo de

investigacion, el 1 de Julio de 2014.
8. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

La valoracion de los resultados se ha realizado mediante pruebas estadisticas
descriptivas y analiticas o inferenciales. La informacion se proces6 mediante el
programa informatico para bases de datos Microsoft Excel®, y para el anélisis de datos
se ha empleado el programa estadistico Statistical Package for the Social Sciencies®
(SPSS, version 22.0) para Windows.

8.1. Estadistica Descriptiva

Dado que nuestra memoria es un estudio poblacional, de tipo observacional (de
corte transversal) para evaluar en primer lugar la prevalencia de afectacion de margenes
de nuestras conizaciones, y en segundo lugar, estudiar la aplicacion del doble test
pl6/Ki-67 en dichos margenes afectos, en mujeres que previamente fueron al médico
de familia o al ginecdlogo a someterse a una citologia para el cribado de cancer de
cérvix, en Malaga, y que resultd patoldgica, lo cual obligd a la practica de una
conizacion, es por lo que los resultados que obtengamos del analisis estadistico de esta

muestra, no seran extrapolables a la poblacion general.

Hemos realizado, en primer lugar y con intencidn de obtener una valoracién
global de nuestra serie, un analisis descriptivo del total de variables, en el que se ha

procedido de la siguiente manera:

e Variables cualitativas: para este conjunto de parametros se han calculado las

tablas de frecuencia con las respectivas frecuencias absolutas y porcentajes.
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e Variables cuantitativas: para el conjunto de naturaleza numérica se han
determinado los estadisticos de tendencia central y dispersion usuales (media,
desviacion tipica, rango, etc.).

8.2. Estadistica Analitica o Inferencial

Para contrastar las posibles asociaciones entre dos o mas variables y la
intensidad de esa asociacion se ha utilizado el siguiente criterio:

e Para el analisis comparativo de una variable numérica entre dos grupos
independientes que siguen una distribucion normal, se ha utilizado el test t-
Student. En todos los casos se ha contemplado la homocedasticidad (igualdad de

varianzas).

e Cuando hemos tratado de comparar mas de dos grupos de una variable
cuantitativa, el analisis se ha realizado utilizando el Analisis de la Varianza
(ANOVA), en los casos en que la variable ha seguido una distribucion normal.
En las situaciones en las que las condiciones de normalidad y/u
homocedasticidad (igualdad de la varianza) hayan sido violadas, se ha utilizado

el test no paramétrico Kruskall-Wallis.

e Para el estudio de las relaciones entre variables cualitativas se ha utilizado las
tablas de contingencia para su descripcion, y el test Chi-cuadrado como test de
independencia/homogeneidad.

En todos los casos se ha considerado la existencia de significacion estadistica a

aquella con p<0.05, y el intervalo de confianza se estableci6 en el 95%.
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1. DESCRIPCION DE LOS DATOS DEMOGRAFICOS Y SU
CORRELACION CON EL GRADO DE LESION
HISTOLOGICA

1.1. Edad

La edad media de nuestra muestra, mujeres conizadas con margenes afectos, fue

41,77 afos, con un rango entre 20 y 71 afios (Tabla 6 ).
Tabla 6. Pardmetros descriptivos de la edad.
N Minimo Méaximo Media Desv. tip.

Edad (afios) 95 20 71 41,77 10,44

Hemos agrupado las pacientes de nuestro estudio en grupos de edad de la
siguiente forma: 20-30 afios, 31-40 afios, 41-50 afios y >50 afios, obteniendo los

siguientes resultados (Tabla 7):

Tabla 7. Grupos de edad (frecuencia absoluta y relativa).

Porcentaje
Edad (afios) N

(%)

20-30 14 14,7
31-40 31 32,6
41-50 32 33,7
>50 18 18,9
Total 95 100,0

Analizando dichas edades de la muestra destaca el aumento de la frecuencia a
partir de los 30 afos. El 66% de las mujeres pertenecen al grupo de edad que comprende
desde los 30 a los 50 afios. Asi se aprecia una disminucion acusada de la misma a partir
de los 50 afios de edad (Figura 28).
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Frecuencia

20-30

31-40

41-50

Edad

>50

Lesion histologica y edad

En la siguiente tabla se expresan los valores medios de edad de las pacientes de

nuestro estudio para cada una de las lesiones intraepiteliales escamosas: bajo grado

(SIL-BG) y alto grado (SIL-AG) (Tabla 8).

Figura 28. Distribucién por edad (grupos etareos).

Tabla 8. Descriptores de edad media de las pacientes por tipo de lesion.

Lesion N Media (afios) Minimo Maximo Des’vi.acién
p=0,054 tipica
SIL-BG 15 46,53 34 65 9,591
SIL-AG 80 40,87 20 71 10,407
Total 95 41,77 20 71 10,442

La Tabla 9 relaciona los distintos grupos de edad con la lesidn histologica

cervical.
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Tabla 9. Relacion entre la edad (grupos etareos) y lesién histologica.

LESION
p=0,07
SIL-BG SIL-AG Total
EDAD 20-30 N° casos 0 14 14
(afios) % del total 00% | 14,7% 14,7%
31-40 N° casos 5 26 31
% del total 5,3% 27,4% 32,6%
41-50 N° casos 4 28 32
% del total 4,2% 29,5% 33,7%
>50 N° casos 6 12 18
% del total 6,3% 12,6% 18,9%
Total N° casos 15 80 95
% del total 15,8% 84,2% 100,0%

Aungue no se observa significacion estadistica (p=0,07) de aumento de la edad
de las pacientes a medida que aumenta la gravedad de la lesion, ya que el diferencial de
edad entre los casos de lesiones de bajo grado y alto grado es 5,6 afios, si se puede

apreciar una tendencia por el mayor nimero de pacientes con SIL-AG entre los 30 y 50

afios (Figura 29).

30
25
20
15
10

Frecuencia

20-30

31-40 41-50
Edad (grupos etareos)

>50

ESIL-BG
ESIL-AG

Figura 29. Grupos de edad y lesion histologica cervical.
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1.2. Nacionalidad de las pacientes

Analizando la procedencia de nuestras pacientes, obtenemos que la mayoria,
concretamente el 76,8% (n=73) son de nacionalidad espafiola (Tabla 10). El segundo

grupo mayoritario son las pacientes procedentes de Ameérica del Sur (9,5%).

Tabla 10. Nacionalidad de las pacientes.

Porcentaje
NACIONALIDAD N %)
ESPANOLA 73 76,8
AMERICA DEL SUR 9 9,5
RESTO DE EUROPA 8 8,4
CONTINENTES 5
Total 95 100,0

En el siguiente gréafico se puede observar la distribucion de las pacientes en

funcién de su procedencia (Figura 30):

NACIONALIDAD

= ESPANOLA

B SUDAMERICANA
= RESTO DE EUROPA
HOTRA

Figura 30. Distribucion de la nacionalidad de las pacientes.
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1.3. Menopausia

Del total de las 95 mujeres, 22 pacientes (23,2 %) eran menopdusicas en el
momento del diagndstico, frente a 73 (76,8 %) que no lo eran (Figura 31).

MENOPAUSIA

osl

ONO

Figura 31. Estado menopausico de las pacientes.

Lesidn histoldgica y estado menopausico

No observamos significacion estadistica (p=0,092) entre el grado de lesidn

histoldgica y el estado menopausico de las mujeres (Tabla 11).

Tabla 11. Relacidn entre lesion histologica y menopausia.

Lesion
p=0,092

SIL-BG | SIL-AG Total
Menopausia Si N° casos 6 16 22
% del total 6,3% 16,8% 23,2%
NO N° casos 9 64 73
% del total 9,5% 67,4% 76,8%
Total N° casos 15 80 95
% del total 15,8% 84,2% 100,0%
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2. DESCRIPCION DE LOS COFACTORES Y SU
CORRELACION CON EL GRADO DE LESION
HISTOLOGICA

A continuacion presentamos el analisis de cada una de las variables consideradas
como posibles factores de riesgo o relacionadas con el grado de lesion histologica de la
paciente. Para su desarrollo y, para una mejor comprension global de los resultados,

hemos utilizado, para cada variable de interés, la siguiente estrategia:
e Factores cualitativos: tabla de contingencia y test Chi-cuadrado.
e Factores cuantitativos:

o Andlisis descriptivo de la variable independiente (factor).
o Gréfica sobre su distribucion de frecuencia.
o Analisis bivariante inferencial que establezca su posible relacion con el

grado histolégico.

2.1. COFACTORES DE ADQUISICION DE LA INFECCION
POR VPH

2.1.1. Edad de la primera relacion sexual

Analizando la edad media de la “coitarquia” o edad de inicio de las relaciones
heterosexuales con penetracion de nuestra muestra estudiada, encontramos que dicha

edad fue alos 18,17 afios, con un rango comprendido entre 14 y 24 afos (Tabla 12).
Tabla 12. Pardametros descriptivos de la edad del primer coito.

N Minimo Maximo Media Desv. tip.

“Coitarquia”
95 14 24 18,17 1,95
(afios)

En la Figura 32 se muestra la distribucion de la edad del inicio de las relaciones

sexuales en nuestra muestra:

88



RESULTADOS

25

Frecuencia

14 15 16 17 18 19 20 21 22 24
Edad del primer coito

Figura 32. Histograma de la edad de inicio de las relaciones sexuales.

El rango de los 16 a los 20 afios de edad de inicio de las relaciones sexuales
engloba a los tres cuartos del total de casos estudiados, siendo la edad mas frecuente a

los 17 afos.

Lesidn histoldgica y edad de inicio de las relaciones sexuales

Se ha realizado una tabla de contingencia (Tabla 13) con la edad de la primera
relacion sexual (en intervalos) y la lesion histolégica (bajo y alto grado). Para ello
hemos subdividido a las pacientes en varios grupos, segun la edad de inicio de las

relaciones sexuales:
e < 15 afos.
e De 16 a 20 afios.

e De 21 a29 afos.
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Tabla 13. Relacién entre la edad de la primera relacion sexual y lesion cervical.

Lesion
p=0,167
SIL-BG SIL-AG Total
“COITARQUIA” <15 N° casos 0 7 7
(afios)
% del total 0,0% 7,4% 7,4%
16-20 N° casos 11 64 75
% del total 11,6% 67,4% 78,9%
21-29 N° casos 4 9 13
% del total 4.2% 9,5% 13,7%
Total N° casos 15 80 95

% del total 15,8% 84,2% || 100,0%

No hemos encontrado relacion estadisticamente significativa entre la edad de la
primera relacion sexual y el grado de lesion histolégica cervical (p=0,167). Puede
observarse una tendencia, al apreciar que el grupo de mujeres que iniciaron las
relaciones sexuales antes de los 15 afios de edad cobra mayor peso relativo a medida
que aumenta el grado de lesion histoldgica. En el total de casos de SIL-BG este grupo
representa un 0%, y en los casos de SIL-AG un 7,4% (Figura 33).

Observamos que, a medida que aumenta el grado de lesion, encontramos
mujeres que comenzaron las relaciones mas jovenes. En el 67,4% de los casos de SIL-

AG la edad de inicio de las relaciones sexuales se encontraba entre los 16 y los 20 afios.
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80
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20
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Frecuencia

ESIL-AG

ESIL-BG

<15 16-20 21-29

"Coitarquia" (afos)

Figura 33. “Coitarquia” (afios) y lesion histologica cervical.

2.1.2. Numero de parejas sexuales

Hemos recogido el nimero de parejas sexuales que constaba en la historia

clinica de las pacientes, en la Tabla 14 se muestran los resultados:

Tabla 14. Pardmetros descriptivos del nimero de parejas sexuales.

N Minimo Méximo Media Desv. tip.

N° parejas
sexuales

95 1 7 2,01 1,07

En nuestro estudio la media de parejas sexuales es 2,01 con un rango de 1 a 7

parejas.

En la Figura 34 se muestra el niUmero de parejas sexuales de nuestra muestra.

Encontramos que el 40% de las mujeres (n=38) han tenido una sola pareja.
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40
35
30
25
20
15
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Frecuencia

1 2 3 4 7
N2 de parejas sexuales

Figura 34. Namero de parejas sexuales.

Lesion histologica y nimero de parejas sexuales

No se aprecia significacion estadistica (p=0,103) entre la lesion histoldgica de

cérvix y el nmero de parejas sexuales (Tabla 15).

Tabla 15. Relacidn entre lesion histologica y nimero de parejas sexuales.

Lesion
p=0,103

SIL-BG @ SIL-AG Total
N° parejas 1 N° casos 8 30 38
sexuales %deltotal | 84% | 31,6% | 40,0%
2 Ne° casos 3 2 27
% del total 3,2% 25,3% 28,4%
3 Ne° casos 3 21 24
% del total 3,2% 22,1% 25,3%
4 Ne° casos 0 5 5
% del total 0,0% 5,3% 5,3%
7 N° casos 1 0 1
% del total 1,1% 0,0% 1,1%
Total N° casos 15 80 95
% del total || 15,8% 84,2% | 100,0%
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2.2. COFACTORES IMPLICADQOS EN LA
CARCINOGENESIS CERVICAL
2.2.1. Tabaco

En el momento del diagnéstico 53 de las 95 pacientes eran fumadoras (55,8 %)

frente a 34 (35,8%) que no lo eran, y 8 mujeres (8,4%) que pertenecian al grupo de ex-

fumadoras (> 1 afio sin fumar) (Figura 35).

E FUMADORAS
O NO FUMADORAS

O EX-FUMADORAS

Figura 35. Consumo de tabaco.

Lesion histologica de cuello uterino y consumo de tabaco

Hemos encontrado relacion estadisticamente significativa entre el habito

tabaquico y el grado de lesion histoldgica (p=0,013) (Tabla 16).

Se observa que en los casos con diagnostico histoldgico de SIL-AG el porcentaje
de mujeres fumadoras se incrementa casi 10 veces con respecto a los casos con
diagndstico de SIL-BG.

En los casos de SIL-AG, puede apreciarse que el porcentaje de mujeres
fumadoras representa aproximadamente el doble de las no fumadoras. Mientras que en
los casos de SIL-BG los porcentajes de fumadoras, no fumadoras y ex-fumadoras, son
muy parecidos (Figura 36).
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Tabla 16. Relacidn entre el grado de lesion cervical y consumo de tabaco.

Lesion
p=0,013
SIL-BG SIL-AG Total
FUMADORA Si Ne° casos 5 48 53
% del total 5,3% 50,5% 55,8%
NO N° casos 6 28 34
% del total 6,3% 29,5% 35,8%
EX-FUMADORA N° casos 4 4 8
% del total 4.2% 4.2% 8,4%
Total N° casos 15 80 95
% del total 15,8% 84,2% 100,0%
60,00%
50,00%
@ 40,00%
8
§ 30,00% B SIL-BG
& BSIL-AG

20,00%
10,00%

0,00%

FUMADORAS

NO FUMADORAS EX-FUMADORAS

Consumo de tabaco

Figura 36. Habito tabaquico y lesion histoldgica cervical.
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2.2.2. Paridad

El nmero medio de partos por mujer conizada con margenes afectos fue de 1,64
partos, con un rango entre 0 y 6 partos. En cuanto al nimero de abortos, previos al
diagnostico, se dieron un total de 35. En relacion al total de la muestra obtenemos una
media de 0,51 abortos por paciente, cuyo rango abarca de 0 a 4 abortos.

La Tabla 17 y la Figura 37 muestran la distribucion del nimero de partos en las

mujeres de nuestra muestra.

Tabla 17. Distribucién de frecuencias del nUmero de partos.

Porcentaje
N (%)
N° partos 0 25 26,3
1 18 18,9
2 21 22,1
3 13 13,7
4 4 4,2
5 4 4,2
6 1 11
Total 86 90,5
N° cesareas Total 9 9,5
Total 95 100,0
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Figura 37. Distribucion del numero de partos.

Lesion histoldgica y paridad

Al estudiar la relacion entre el nimero de partos y la lesion cervical,

encontramos una correlacion estadisticamente significativa (p=0,562) (Tabla 18).

Tabla 18. Relacion entre lesion histoldgica y nimero de partos.

Lesién
p=0,562

SIL-BG | SIL-AG Total
N° partos 0 N° casos 4 21 25
% del total 4,7% 24,4% 29,1%
1 N° casos 2 16 18
% del total 2,3% 18,6% 20,9%
2 N° casos 4 17 21
% del total 4,7% 19,8% 24,4%
3 N° casos 3 10 13
% del total 3,5% 11,6% 15,1%
>4 N° casos 2 7 9
% del total 2,3% 8,2% 10,5%
Total N° casos 15 71 86
% del total 17,4% 82,6% 100,0%
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2.2.3. Anticonceptivos hormonales

En nuestra muestra el 25,3% de las mujeres utilizaban anticonceptivos
hormonales desde hace 3 afios 0 mas, frente al 13,7% que lo usaban desde hace menos

de 3 afios, y el 61,1% que no lo habian empleado (Figura 38).

ANTICONCEPTIVOS HORMONALES

@ > DE 3 ANOS
O < DE 3 ANOS
ENO

Figura 38. Utilizacidn de anticoncepcion hormonal

Lesidn cervical y anticoncepcion hormonal

Aunque no existe relacion estadisticamente significativa entre el grado de lesion
cervical y el uso de anticoncepcion hormonal (p=0,183) (Tabla 19), la utilizacién de la
misma predominaba en las SIL-AG respecto a las SIL-BG, independientemente del
tiempo de uso de dicha anticoncepcién hormonal.
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Tabla 19. Relacion entre el grado de lesion cervical y el uso de anticoncepcion
hormonal.

Lesion
p=0,183
SIL-BG SIL-AG Total
ACO 2 3 afos N° casos 1 23 24
% del total 1,1% 24,2% 25,3%
< 3 afios N° casos 3 10 13
% del total 3,2% 10,5% 13,7%
NO N° casos 11 47 58
% del total 11,6% 49,5% 61,1%
Total N° casos 15 80 95
% del total 15,8% 84,2% 100,0%

2.2.4. Estado inmunoldgico

En cuanto al estado inmunologico, en 8 casos (8,5%) presentaban un estado de
inmunodepresion, frente al 91,5 % del resto de pacientes de la muestra, que constaban
normales. De los 8 casos, 5 mujeres eran portadoras del VIH (5,3%) y una paciente
(1,1%) padecia una enfermedad autoinmune en tratamiento con corticoides, de forma
crénica mantenida; otras 2 mujeres (2,1%) padecian otros estados de inmunosupresion
(Figura 39).
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INMUNOSUPRESION

ENO
EVIH
D ENF. AUTOINMUNE/TTO

CORTICOIDES
B OTROS

Figura 39. Estado de inmunosupresion.

Solo 7 mujeres (7,4%) estaban vacunadas frente al VPH, y 88 (92,6%) no lo
estaban. El tipo de vacuna fue la bivalente en 3 casos (3,2%) y la tetravalente en 4 casos
(4,2%) (Figura 40).

VACUNACION

E BIVALENTE
O TETRAVALENTE
E NO VACUNADA

Figura 40. Vacunacién frente al VPH.
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Lesion histologica y estado inmunoldgico

No observamos relacion con significacion estadistica entre el estado de
inmunodepresion de las pacientes y el grado de lesion histoldgica cervical (p=0,651)
(Tabla 20).

Tabla 20. Relacidn entre lesion histologica y estado inmunoldgico.

Lesion
p=0,651
SIL-BG SIL-AG Total
Inmunodepresion NO N° casos 15 72 87
% del total 15,8% 75,8% 91,6%
VIH N° casos 0 5 5
% del total 0,0% 5,3% 5,3%
ENF.AUTOINMUNE/ | N° casos 0 1 1
TTO CORTICOIDES
% del total 0,0% 1,1% 1,1%
OTROS N° casos 0 2 2
% del total 0,0% 2,1% 2,1%
Total N° casos 15 80 95
% del total 15,8% 84,2% 100,0%
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3. DESCRIPCION DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS Y SU
CORRELACION CON EL GRADO DE LESION
HISTOLOGICA

3.1. Diagnostico citoldgico

En 75 casos (78,8%) el resultado del cribado fue H-SIL, en 3 casos (3,2%) fue
ASC-H. En 14 de ellos (14,7%) fue L-SIL y 1 caso (1,1%) de ASCUS. Hubo 2 casos
(2,2%) de falsos negativos citoldgicos (Tabla 21).

Tabla 21. Diagnostico citoldgico.

Porcentaje

N (%)

Diagnéstico H-SIL 75 78,8
citolégico

ASC-H 3 3,2

L-SIL 14 14,7

ASC-US 1 11

NORMAL 2 2,2

Total 95 100,0

3.2. Punch biopsia cervical dirigida por colposcopia

Los resultados de la biopsia de cérvix dirigida por colposcopia se muestran en la
Tabla 22. En 82 casos (86,3%) el diagnostico fue SIL-AG y en 2 casos (2,1%) el
informe fue SIL-BG.
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Tabla 22. Biopsia cervical dirigida por colposcopia.

N Porcentaje
BIOPSIA NO VALORABLE 10 10,5
CERVIX
SIL-BG 2 2,1
SIL-AG 82 86,3
NEGATIVA 1 11
Total 95 100,0

Lesidn histoldgica y biopsia de cérvix

De los 82 casos diagnosticados por punch biopsia cervical de SIL-AG, 69 casos
(72,6%) coincidieron con el diagnéstico de SIL-AG en el estudio anatomopatolégico
del cono, y 13 casos (13,7%) fueron SIL-BG (Figura 41).
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Figura 41. Lesion histoldgica y biopsia de cérvix.
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3.3. Diagnostico molecular del VPH

A. Infeccién por VPH

El diagnostico molecular del VPH preconizacion se practicé en 81 (85,3%) de
las 95 mujeres, y no se realizd en 14 casos (14,7%).

Los resultados del mismo fueron: 61 casos (75,3%) de VPH-AR, 13 (16,1%) de
VPH-AR y BR, y negativo en 7 casos (8,6%) (Tabla 23).

Tabla 23. Descriptores de infeccion por VPH
(resultados del estudio molecular).

Porcentaje
N (%)
RIESGO ALTO

61 75,3

INFECCION | RIESGO

VPH ALTO+BAJO

16,1

RIESGO
NEGATIVO 7 8,6
Total 81 100,0

Con respecto al tipo de infeccion, en 46 casos (56,8%) se detecta infeccion

simple por VPH, y en los 35 casos restantes (43,2%) se identifica infeccion por varios
VPHs (Tabla 24).

Tabla 24. Descriptores del tipo de infeccion VPH.

Porcentaje
N (%)
TIPO MULTIPLE 35 43,2
INFECCION
SIMPLE 46 56,8
VPH
Total 81 100,0
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Lesion histologica e infeccion VPH

Al estudiar ambas variables, con significacion estadistica (p=0,000), podemos
observar que a medida que aumenta el grado de lesion histoldgica, aumenta el nimero
de casos positivos del estudio molecular del VPH-AR. Los resultados se detallan en la

Tabla 25 y Figura 42.

Tabla 25. Relacion entre el grado de lesion histolégica y el resultado del riesgo del

estudio molecular del VPH.

Lesion
p=0,000

SIL-BG SIL-AG Total
RIESGO ALTO N° casos 8 53 61

INFECCION RIESGO
% del total 9,9% 65,4% 75,3%

VPH

ALTO+BAJO N° casos 1 12 13

RIESGO
% del total 1,3% 14,8% 16,1%
NEGATIVO N° casos 5 2 7
% del total 6,2% 2,4% 8,6%
Total N° casos 14 67 81
% del total | 17,4% 82,6% 100,0%
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Figura 42. Lesion histolégica y resultados del diagnoéstico molecular del VPH.

B. Genotipo del VPH

En el genotipado del VVPH hemos seguido la clasificacién de Mufioz*® (Tabla 1)

del afio 2003:

= VPH de alto riesgo: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 82

y 73.

= VPH de probable alto riesgo: 26, 53 y 66

= VPH de bajo riesgo: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 y CP6108.

= VPH de riesqo indeterminado: 34, 57 y 83.

En la Tabla 26 y Figura 43 hemos recogido los genotipos del VPH hallados en el

examen preconizacion.

El VPH-AR que se encuentra con mayor frecuencia es el VPH 16, en 42 casos
(44,2%), sequido del VPH 31 en 12 casos (12,6%), y el VPH 58 en 9 casos (9,5%). En

el 6,3% de los casos se detecto infeccion por VPH 18. No hubo ninguna paciente con el

diagnostico de VPH 26 previo a la conizacion.
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Tabla 26. Genotipos del VPH preconizacion (frecuencia absoluta y relativa).

Porcentaje
VPH N (%)
Negativo 7 7.4
16 42 44,2
31 12 12,6
58 9 9,5
45 8 8,4
18 6 6,3
Indeterminados
6 6,3
(34,57,83)
33,39 51, 52, 53*, 66* 5 5,3
35,73 4 4,2
56 3 3,2
59, 82 2 21
68 1 1,1
26* 0 0,0

*Probable Alto Riesgo.
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GENOTIPOS VPH
PRECONIZACION

O Negativo

m16

@31

m58

045

@18, Indeterminado
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Figura 43. Genotipos del VPH preconizacion.

Los 35 casos (43,2%) de infecciones multigenémicas se distribuyen de la
siguiente forma (Figura 44):

e VPH 16 y otros VPH-AR: 16 casos (45,7%).

e Varios VPH-AR: 10 casos (28,5%).

e VPH 16y 18: 2 casos (5,7%).

e VPH 16 y VPH-BR: 2 casos (5,7%).

e VPH 16, otros VPH-AR y VPH-BR: 1 caso (2,9%).
e Otros VPH-AR y VPH-BR: 2 casos (5,7%).

e VPH 18y otros VPH-AR: 1 caso (2,9%).

« VPH 18y VPH-BR: 1 caso (2,9%).
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VPH-INFECCIONES MULTIPLES

E 16 Y OTROS AR

H VARIOS AR
@16Y18

E16YBR

@16, OTROS ARY BR
EOTROS AR Y BR

O 18Y OTROS AR

O18YBR

Figura 44. VPH en infecciones multigendmicas.

Lesidn histoldgica y genotipo del VPH

Hemos analizado el grado de lesion histologica cervical y el genotipo del VPH
(Tabla 27).

Tabla 27. Lesion histoldgica cervical y genotipo del VPH.

Lesién
SIL-BG | SIL-AG Total
VPH 16 N° casos 2 40 42
% del total 2,1% 42,1% 44,2%
VPH 31 N° casos 2 10 12
% del total 2,1% 10,5% 12,6%
VPH 58 N° casos 0 9 9
% del total 0,0% 9,5% 9,5%
VPH 45 N° casos 3 5 8
% del total 3,2% 5,3% 8,4%
VPH 18 N° casos 1 5 6
% del total 1,1% 5,3% 6,3%
VPH N° casos 1 5 6
indeterminado | o4 del total 1,1% 5,3% 6,3%
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VPH 33 N° casos 0 5 5
% del total 0,0% 5,3% 5,3%
VPH 39 N° casos 1 4 5
% del total 1,1% 4,2% 5,3%
VPH 51 N° casos 0 5 5
% del total 0,0% 5,3% 5,3%
VPH 52 N° casos 1 4 5
% del total 1,1% 4,2% 5,3%
VPH 53* N° casos 1 4 5
% del total 1,1% 4,2% 5,3%
VPH 66* N° casos 2 3 5
% del total 2,1% 3,2% 5,3%
VPH 35 N° casos 1 3 4
% del total 1,1% 3,2% 4,2%
VPH 73 N° casos 0 4 4
% del total 0,0% 4,2% 4,2%
VPH 56 N° casos 1 2 3
% del total 1,1% 2,1% 3,2%
VPH 59 N° casos 0 2 2
% del total 0,0% 2,1% 2,1%
VPH 82 Recuento 1 1 2
% del total 1,1% 1,1% 2,1%
VPH 68 N° casos 0 1 1
% del total 0,0% 1,1% 1,1%
VPH 26* N° casos 0 0 0
% del total 0,0% 0,0% 0,0%

*Probable Alto Riesgo.

El VPH 16 se identificd en 40 casos (42,1%) de SIL-AG, analizando desde un
punto de vista exclusivamente descriptivo, y en 2 casos (2,1%) de SIL-BG. No se
detectd infeccion por VPH 58, 33, 51, 73, 59, 68 y 26 en ningln caso de SIL-BG. El
VVPH 26 tampoco se hallo en las SIL-AG.
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3.4. Diagnostico colposcépico
A. Colposcopia diagnostica

La colposcopia se realizé en 91 casos (95,8%) y no constaba en la historia
clinica en 4 casos (4,2%).

El examen colposcépico resulté patolégico o positivo en 77 casos (84,6%),

normal o negativo en 11 casos (12,1%), e inadecuado o union escamocolumnar no
visible en 3 casos (3,3%) (Tabla 28).

Tabla 28. Resultados del examen colposcopico.

Porcentaje
N (%)
Colposcopia Positiva 77 84,6
Negativa/Normal 11 12,1
Inadecuada/UEC no
. 3 3,3
visible
Total 91 100,0

Siguiendo la Clasificacion de Rio de Janeiro de 2011, en 40 casos (44%) los
hallazgos colposcopicos eran de Grado 1 o cambios menores, y en 31 casos (34,1%)

eran de Grado 2 o cambios mayores. En 6 casos (6,6%) el informe fue sugestivo de
cancer invasor (Figura 45).
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COLPOSCOPIA

E GRADO1-CAMBIOS
MENORES

B GRADO 2-CAMBIOS
MAYORES

O SUGESTIVO DE CA
INVASOR

E NORMAL-NEGATIVA

@ INADECUADA/UEC NO
VISIBLE

Figura 45. Distribucion de los hallazgos colposcépicos.

Lesion histologica y hallazgos colposcopicos

La relacion entre el grado de lesion histologica cervical y los hallazgos

colposcédpicos se muestra en la Figura 46 y Tabla 29.
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Colposcopia

Figura 46. Lesion histoldgica cervical y colposcopia.
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Tabla 29. Relacidon entre el grado de lesion histoldgica y los hallazgos colposcdpicos.

Lesion
NS

SIL-BG | SIL-AG Total
Hallazgos G1-Cambios N° casos 10 30 40

colposcépicos menores
% del total 11% 33% 44%
G2-Cambios N° casos 0 31 31

mayores
% del total 0,0% 34,1% 34,1%
Sugestivo de Ca N° casos 0 6 6

invasor
% del total 0,0% 6,6% 6,6%
Negativa/Normal N° casos 3 8 11
% del total 3,3% 8,8% 12,1%
Inadecuada/UEC no | N° casos 2 1 3

visible

% del total 2,2% 1,1% 3,3%
Total N° casos 15 76 91
% del total 16,5% 83,5% | 100,0%

En las SIL-AG se observaron un 34,1% de hallazgos Grado 2 o cambios
mayores, y un 6,6% de imagenes sugestivas de cancer invasor. Estos resultados no se
aprecian en las SIL-BG.
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B. Localizacién de las lesiones colposcopicas

Si nuestra referencia son las agujas de un reloj, del total de las 77 colposcopias
patologicas (84,6%), la mayoria de las lesiones se localizaban a las 12 h. y a las 6 h.,
con 29 casos (30,5%) y 22 casos (23,2%), respectivamente. Le siguen las 9 h. con 8
casos (8,4%), las 3 h. con 7 casos (7,4%), y las 11 h. con 3 casos (3,1%). En orden
decreciente estan las 2, 7 y 10 horarias con 2 casos (2,1%) cada una. En ultimo lugar,
las 5 h. y 8 h, con 1 caso (1,1%). No se registrdé ningin caso de lesion alas 1y 4 h
(Figura 47).
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Figura 47. Localizacion horaria de las lesiones colposcopicas.

Esta localizacion horaria recogida por cuadrantes resultd con las siguiente
distribucion: en el cuadrante anterior se localizaron 32 casos (33,6%), en el cuadrante
posterior 25 casos (26,4%), en el derecho 11 casos (11,6%), y en el izquierdo 9 casos
(9,5%) (Figura 48). En 18 casos (18,9%) no constaba dicha localizacion.
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Figura 48. Localizacion por cuadrantes de las lesiones colposcépicas.

C. Tamafio de la lesion colposcépica

La lesion colposcdpica ocupaba un cuadrante en 46 casos (59,7%), 2 cuadrantes
en 23 casos (29,9%) y 4 cuadrantes en 8 casos (10,4%). En 18 casos no se pudo conocer

RESULTADOS

la extension de la lesion (Tabla 30).

Tabla 30. Tamafo de la lesion colposcopica.

Porcentaje
N (%)
Tamaﬁ_q dela 1 cuadrante 46 59,7
lesion

colposcépica

2 cuadrantes 23 29,9

4 cuadrantes 8 10,4

Total 77 100,0
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D. Afectacion colposcépica del canal endocervical

Se observd que la lesion colposcopica penetraba por el orificio cervical externo
en 32 casos (33,7%) frente a 59 casos (62,1%) que no se introducia por el canal
endocervical. En 4 casos (4,2%) no constaba la colposcopia en la historia clinica (Figura
49).
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50

40 @ LESION
COLPOSCOPICA QUE
ALCANZA
ENDOCERVIX

Figura 49. Lesion que alcanza endocérvix colposcopicamente.
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Lesion histologica y lesidn colposcépica que alcanza endocérvix

Existe una relacién estadisticamente significativa entre la lesion colposcopica
que alcanza endocérvix y la gravedad histologica de dicha lesion (p=0,011) (Tabla31).
La lesion alcanza el canal endocervical en el 34,1% de los casos de SIL-AG, frente al
1,1% de SIL-BG (Figura 50).

Tabla 31. Relacién entre lesion colposcopica que alcanza endocérvix y grado de lesion
histoldgica.

Lesion
p=0,011
SIL-BG | SIL-AG Total
Lesion colposcopica que Si N° casos 1 31 32
alcanza el canal
. % del total 1,1% 34,1% 35,2%
endocervical
NO N° casos 14 45 59
% del total 15,4% 49,5% 64,8%
Total N° casos 15 76 91
% del total 16,5% 83,5% | 100,0%

Frecuencia

ESIL-BG
ESIL-AG

NO

Lesion colposcdpica que alcanza endocérvix

Figura 50. Lesién colposcépica que alcanza OCE y lesidn histoldgica.
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3.5. Diagnostico anatomopatolégico del cono
A. Margen quirurgico

Nuestra muestra estd formada por los 95 casos (100%) de conizaciones con

afectacion de los margenes quirdgicos.

La localizacion topografica de dicha afectacion fue el borde endocervical en 55
casos (57,9%), el exocervical en 23 casos (24,2%) y ambos bordes (endo y exocérvix)
en 17 casos (17,9%) (Figura 51).

LOCALIZACION DE LA AFECTACION DEL BORDE

E ENDOCERVICAL
E EXOCERVICAL
O AMBOS

Figura 51. Localizacion de la afectacion de los bordes quirurgicos.

Lesion histoldgica y localizacion de la afectacion de los méargenes

quiruargicos

La Tabla 32 muestra la significacion estadistica (p=0,001) entre el grado de
lesion histologica y la localizacion del margen quirdrgico afectado. En las SIL-AG el
borde endocervical esta afectado en el 54,7% de los casos, y el exocervical en un
14,7%, frente al 3,2% y 9,5%, respectivamente, en las SIL-BG (Figura 52).
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Tabla 32. Relacion entre la lesion histologica y la localizacion de la afectacion de los
margenes quirurgicos.

Lesién
p=0,001
SIL-BG | SIL-AG Total
Localizaciéon dela Exocervical N° casos 9 14 23

afectaciéon del borde

% del total 9,5% 14,7% 24,2%

Endocervical N2 casos 3 52 55

% del total 3,2% 54,7% 57,9%

Ambos N° casos 3 14 17

% del total 3,2% 14,7% 17,9%

Total N° casos 15 80 95

% del total | 15,8% 84,2% | 100,0%

60

ESIL-AG

Frecuencia

ESIL-BG

EXOCERVICAL ENDOCERVICAL AMBOS
Localizacion del borde quirurgico afectado

Figura 52. Grado de lesion histoldgica y localizacion del margen quirdrgico afectado.
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B. Estirpe histoldgica

La estirpe histologica de la conizacion fue una lesion escamosa en 89 casos

(93,7%), glandular en 4 casos (4,2%) y mixta (escamosa y glandular) en 2 casos (2,1%).
C. Afectacion glandular

La afectacion glandular, en el informe histologico de las piezas de conizacion,

ocurrio en 38 casos (40%), y no estaba presente dicha afectacion en 57 casos (60%).

Lesién histoldgica y afectacion glandular

Observamos una relacidn estadisticamente significativa (p=0,022) entre el grado
de lesion histologica cervical y la afectacion glandular (Tabla 33). Hay mayor
afectacion glandular en las SIL-AG (36 casos, 37,9%) que en las SIL-BG (2 casos,
2,1%) (Figura 53).

Tabla 33. Relacidn entre el grado de lesion histologica cervical y afectacion glandular.

Lesion
p=0,022
SIL-BG SIL-AG Total
Afectacién Si N° casos 2 36 38
glandular
% del total 2,1% 37,9% 40,0%
NO N° casos 13 44 57
% del total | 13,7% 46,3% 60,0%
Total N° casos 15 80 95

% del total | 15,8% 84,2% 100,0%
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Figura 53. Lesion histoldgica y afectacion glandular.

D. Legrado endocervical

El legrado de endocérvix realizado postconizacion fue positivo para lesion

escamosa intraepitelial en 19 casos (20%), y negativo en 76 casos (80%).

Lesion histologica y legrado endocervical

La relacién entre ambas variables no resultd estadisticamente significativa
(p=0,159) (Tabla 34).

El resultado positivo ocurrio en 18 casos (18.9%) de SIL-AG y en 1 caso (1,1%)
de SIL-BG. El informe del legrado endocervical fue negativo (normal) en 62 casos
(65,3%) de SIL-AG y en 14 casos (14,7%) de SIL-BG (Figura 54).
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Tabla 34. Relacion entre el grado de lesion histolégica y legrado endocervical
postconizacion.

Lesion
p=0,159
SIL-BG | SIL-AG Total
Legrado Positivo N° casos 1 18 19
endocervical
postconizacion % del total 1,1% | 18,9% | 20,0%
Negativo N° casos 14 62 76
% del total 14,7% 65,3% 80,0%
Total N° casos 15 80 95
% del totall 15,8% 84,2% | 100,0%
70
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Figura 54. Lesion histoldgica y legrado endocervical postconizacion.
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E. Cirujano responsable de la conizacion

En 21 ocasiones (22,1%) la conizacion fue realizada por un MIR de la UGC, en
11 casos (11,6%) por un FEA de menos de 10 afios de antigtiedad en la UGC y, por
Gltimo, 63 conizaciones (66,6%) fueron efectuadas por un FEA con mas de 10 afios de
antiguedad en dicha Unidad (Figura 55).

CIRUJANO
EMIR EADJUNTO <10 ANOS M ADJUNTO 2 10 ANOS

Figura 55. Cirujano responsable de la conizacion.
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4. DESCRIPCION DE LAS VARIABLES DE SEGUIMIENTO Y
SU CORRELACION CON EL GRADO DE LESION
HISTOLOGICA

4.1. Tratamiento de la afectacion de margenes quiragicos

A. Ampliacién del tratamiento quirudrgico

En 52 casos (54,7%) de conizaciones con margenes afectos hubo que ampliar el

tratamiento quirurgico y en 43 casos (45,3%) no hubo necesidad de ampliacion.

Analizando los 52 casos de necesidad de tratamiento quirdrgico complementario
observamos que en 14 casos (14,7%) se efectud una reconizacion, en 24 casos (25,3%)
se realiz6 una histerectomia total simple, y en 14 casos (14,7%) se practicO una

histerectomia ampliada (Figura 56).

TRATAMIENTO QUIRURGICO COMPLEMENTARIO

ENO
B RECONIZACION

@ HISTERECTOMIA TOTAL
SIMPLE

B HISTERECTOMIA TOTAL
AMPLIADA

Figura 56. Ampliacién del tratamiento quirurgico.

B. Histologia de la ampliacion del tratamiento quirdrgico

La estirpe histologica del tratamiento complementario resultdé una lesién
escamosa en 34 casos (35,8%), glandular en 2 casos (2,1%), mixta (escamosa y

glandular) en 1 caso (1,1%), y negativa en 15 casos (15,8%).
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4.2. Persistencia de la infeccién por VPH postratamiento

A. Infeccién por VPH postconizacon

A los 6 meses del tratamiento quirargico, se les realizo el estudio molecular del
VPH a 54 mujeres (56,8%), y no constaba dicho test en 41 casos (43,2%).

Los resultados de diagndstico molecular del VPH postrataminto fueron: 14
casos (26%) de VPH-AR, 5 casos (9,2%) de VPH-BR, 6 casos (11,1%) de VPH-AR y
BR, y negativo en 29 casos (53,7%) (Tabla 35).

Tabla 35. Descriptores de infeccion por VPH postconizacion.

Porcentaje
N (%)
PERSISTENCIA ALTO
RIESGO 14 26
INFECCION
VPH BAJO
5 9,2
POSTCONO RIESGO
ALTO+BAJO
6 11,1
RIESGO
NEGATIVO 29 53,7
Total 54 100,0

La persistencia virica global del VPH (AR+BR) tras la conizacion, con
margenes afectos, fue de 25 casos (46,3%). La multiinfeccion se dio en 13 casos
(13,7%). El tiempo de persistencia del VPH fue de 6 meses en 7 casos (28%), 12 meses
en 10 casos (40%), y 24 meses en 8 casos (32%).
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Lesion histologica e infeccion por VPH postconizacion

El diagnéstico molecular del VPH, realizado a los 6 meses de la conizacion,
muestra una relacion estadisticamente significativa con el grado de lesion histologica
(p=0,048). En la historia clinica constaba este test en 42 casos (44,2%) de SIL-AG y en
12 casos (12,6%) de SIL-BG (Tabla 36).

Tabla 36. Relacion entre el grado de lesion histoldgica y el estudio molecular del VPH
postconizacion.

Lesion
p=0,048
SIL-BG SIL-AG Total
ESTUDIO Si N° casos 12 42 54
MOLECULAR DEL
VPH

] % del total 12,6% 44,2% 56,8%
POSTCONIZACION

NO N° casos 3 38 41
% del total 3.2% 40,0% 43,2%
Total N° casos 15 80 95

% del total 15,8% 84,2% | 100,0%

De los 54 casos (56,8%) en los que se realizd el VPH potconizacién, su
resultado fue negativo en 29 casos (53,7%), correspondientes a 25 casos (46,3%) de
SIL-AG y 4 casos (7,4%) de SIL-BG.

En 25 casos (46,3%) el estudio molecular del VPH postcono fue positivo. La
relacion del total de persistencia virica postcono con el grado de lesion histoldgica

cervical se muestra en la Tabla 37.
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Tabla 37. Relacion entre la persistencia del VPH postcono y grado de lesidn histologica
de cérvix.

Lesion
NS
SIL-BG | SIL-AG Total
PERSISTENCIA ALTO N° casos 5 9 14
INFECCION RIESGO
% del total 20,0% 36,0% 56,0%
VPH
[o]
POSTCONO BAJO N° casos 1 4 5
RIESGO
% del total 4,0% 16,0% 20,0%
ALTO+BAJO N° casos 2 4 6
RIESGO
% del total 8,0% 16,0% 24,0%
Total N° casos 8 17 25
% del total 32,0% 68,0% | 100,0%

La persistencia del VPH-AR estaba presente en 20 casos (80%) de los conos
afectos, y de éstos en 14 casos (56%) como infeccion simple y en 6 casos (24%) se
asociaba a VPH-BR. El VPH-AR, realizado a los 6 meses de la conizacion, con
margenes afectos, persistid en 13 casos (52%) de SIL-AG, en 9 casos (36%) de forma
simple, frente a 4 casos (16%) en los que aparecia junto a VPH-BR, aunque dicha

relacién no fue estadisticamente significativa.
B. Genotipo del VPH postconizacion

El genotipo que mas persistia a los 6 meses tras la conizacion fue el VPH 16, en
6 casos (6,3%), seqguido del VPH 18 y el VPH de riesgo indeterminado, en 4 casos
(4,2%). A continuacion los VPH 45, 51 y 68 en 3 casos (3,2%), y los VPH 31, 51 y 66
en 2 casos (2,1%). Por ultimo, los VPH 26 y 53 con 1 caso (1,1%) cada uno. También
se detectaron 11 casos (11,6%) de persistencia de VPH-BR (Tabla 38 y Figura 57).
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Tabla 38. Genotipos del VPH postconizacion (frecuencia absoluta y relativa).

Porcentaje
VPH N %)
16 6 6,3
18 4 4,2
Indeterminado 4 4,2
45,51, 68 3 3,2
31, 56, 66* 2 2,1
26*, 53* 1 11
Bajo Riesgo 11 11,6
33, 35, 39, 52,
0 0,0
58, 59, 82,73

*Probable Alto Riesgo.

PERSISTENCIA DE
GENOTIPOS DEL
VPH
POSTCONIZACION

m16

M 18, Indeterminado
@45, 51, 68

m 31,56, 66

@26, 53

@ Bajo Riesgo

Figura 57. Persistencia de genotipos del VPH postconizacion.
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La Tabla 39 describe la persistencia de genotipos del VPH en relacion con el
grado de lesion histologica del cérvix. El VPH 16 postratamiento estaba presente en 5
casos (5,3%) de SIL-AG y en 1 caso (1,1%) de SIL-BG.

Tabla 39. Lesion histologica cervical y persistencia de genotipos del VPH
postratamiento.

Lesion
SIL-BG | SIL-AG Total

VPH 16 N° casos 1 5 6
% del total 1,1% 5,3% 6,3%

VPH 18 N° casos 2 2 4
% del total 2,1% 2,1% 4,2%

VPH Indeterminado N° casos 1 3 4
% del total 1,1% 3,2% 4,2%

VPH 45 N° casos 1 2 3
% del total 1,1% 2,1% 3,2%

VPH 51 N° casos 2 1 3
% del total 2,1% 1,1% 3,2%

VPH 68 N° casos 1 2 3
% del total 1,1% 2,1% 3,2%

VPH 31 N° casos 0 2 2
% del total 0,0% 2,1% 2,1%

VPH 56 N° casos 1 1 2
% del total 1,1% 1,1% 2,1%

VPH 66* N° casos 1 1 2
% del total 1,1% 1,1% 2,1%

VPH 26* N° casos 1 0 1
% del total 1,1% 0,0% 1,1%

VPH 53* N° casos 0 1 1
% del total 0,0% 1,1% 1,1%

VPH BR N° casos 3 8 11
% del total 3,2% 8,4% 11,6%

*Probable Alto Riesgo.
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4.3. Tiempo de seguimiento

El tiempo medio de seguimiento postconizacion, en nuestra Unidad de Patologia
del TGI hospitalaria, fue de 23,29 meses, con un rango entre 3 y 70 meses (Figura 58),
procediéndose a partir de ahi al alta del TGl y seguimiento en Atencion Primaria,
siguiendo el Proceso Asistencial Integrado (PAI) de Cancer de cérvix de la Conserjeria

de Salud de la Junta de Andalucia.
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Figura 58. Tiempo de seguimiento.
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5. DESCRIPCION DE LA EXPRESION DE pl6/Ki-67 Y SU
CORRELACION CON EL GRADO DE LESION
HISTOLOGICA, Y LA PERSISTENCIA DE LA INFECCION
VIRAL

La tincién dual pl16/Ki-67 se aplicd en un total de 127 casos de margenes de
piezas de conizacion, con resultado positivo en 87 casos (68,5%), que se distribuyen de

la siguiente forma:

5.1. Tincion dual y margenes afectos

En nuestra muestra de 95 conizaciones con margenes afectos, constituida por 80
SIL-AG y 15 SIL-BG, aplicamos la tincion dual a los bordes de las piezas de
conizacién, en 93 casos (97,9%), concretamente en 78 casos de SIL-AG y 15 casos de
SIL-BG.

La relacion entre los resultados de la tincion dual p16/Ki-67 y el grado de lesion
histoldgica cervical en las conizaciones con afectacion de los bordes quirdrgicos se

muestra en la Tabla 40, con una clara significacion estadistica (p=0,000).

Tabla 40. Relacion entre la tincion dual y el grado de lesion histolégica con méargenes
afectos.

p16/Ki-67
p=0,000
POSITIVO = NEGATIVO Total
Lesion SIL-BG N° casos 2 13 15
Margen
% del total 2.2% 14,0% 16,1%
Afecto
SIL-AG N° casos 72 6 78
% del total 77,4% 6,5% 83,9%
Total N° casos 74 19 93
% del total 79,6% 20,4% 100,0%
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El test dual resultd positivo en 72 casos (77,4%) de SIL-AG con margenes
afectos, y en 2 casos (2,2%) de SIL-BG (Figura 59).
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40 E Tincién dual (+)

Frecuencia

30 @ Tincién dual (-)
20
10

SIL-BG SIL-AG
Margenes afectos

Figura 59. Tincidn dual y grado de lesion histolégica con méargenes afectos.

También hemos estudiado la relacion entre el doble marcador y la localizacion
de la afectacion del borde quirargico. Los resultados, con significacion estadistica

(p=0,000), se muestran en la Tabla 41.

Tabla 41. Relacion entre la tincion dual y la localizacion de la afectacion de los
margenes quirdrgicos.

p16/Ki-67
p=0,000 POSITIVO | NEGATIVO = Total

Localizacién de Exocervical N° casos 11 12 23
la afectacion del

borde % del total 11,8% 12,9% 24,7%

Endocervical | N° casos 48 5 53

% del total 51,6% 5,4% 57,0%

Ambos N° casos 15 2 17

% del total 16,1% 2,2% 18,3%

Total N° casos 74 19 93

% del total 79,6% 20,4% 100,0%
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En caso de afectacion del borde endocervical, la tincion dual fue positiva en 48
casos (51,6%), y negativa en 5 casos ((5,4%). Cuando el borde exocervical estaba

afectado, el test dual fue positivo en 11 casos (11,8%) y negativo en 12 casos (12,9%).

5.2. Tincién dual y margenes indemnes

Del total de las 480 conizaciones resultaron 326 casos con bordes libres: 243
SIL-AG y 83 SIL-BG. Para aplicar la tincion dual, escogimos una muestra de 34 casos,
formada por 24 SIL-AG y 10 SIL-BG.

Encontramos significacion estadistica (p=0,029) entre el test dual p16/Ki-67 y el
grado de lesion histologica en las conizaciones con bordes quirtrgicos indemnes. Los

resultados se muestran en la Tabla 42.

Tabla 42. Relacion entre la tincion dual y el grado de lesion histologica con margenes
indemnes.

p16/Ki-67
p=0,029
POSITIVO = NEGATIVO Total
Lesion SIL-BG N° casos 1 9 10
Margen
% del total 2,9% 26,5% 29,4%
Indemne
SIL-AG N° casos 12 12 24
% del total 35,3% 35,3% 70,6%
Total N° casos 13 21 34
% del total 38,2% 61,8% 100,0%

El doble marcador fue negativo en el 61,8% de las SIL con margenes indemnes,
concretamente en 12 casos (35,3%) de SIL-AG y 9 casos (26,5%) de SIL-BG.

v Ademas se aplicd la tincion dual a una muestra control, aleatoria, compuesta
por 22 cérvix amputados, que habian sido intervenidos por otras causas distintas a

procesos oncoldgicos, y el resultado fue negativo en el 100% de los casos.
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5.3. Tincién dual y persistencia del VPH-AR postcono

Analizamos la relacion entre el test dual p16/Ki-67 y la persistencia del VPH en
las conizaciones, con margenes afectos, y no observamos significacion estadistica
(Tabla 43).

Tabla 43. Relacidn entre tincion dual y persistencia de VPH postcono.

p16/Ki-67
NS
POSITIVO @ NEGATIVO Total
PERSISTENCIA Si N° casos 17 7 24
INFECCION
VPH % del total 26,9% 11,1% 38,0%
POSTCONO NO N° casos 31 8 39
% del total 49,3% 12,7% 62,0%
Total N° casos 49 14 63
% del total 76,2% 23,8% 100,0%

Del total de 25 casos de persistencia virica global (AR+BR) postconizacion, con
bordes quirtrgicos positivos para lesion intraepitelial (Tabla 37), la tincion dual se
aplico en 24 casos (38%): el resultado fue positivo en 17 casos (26,9%) y negativo en 7

casos (11,1%).

Tampoco observamos relacion estadisticamente significativa entre la tincion
dual y el resultado del riesgo del estudio molecular del VPH postconizacion (Tabla 44).
El test dual resulté positivo en 13 casos (54,1%) de persistencia del VPH-AR, en 11
casos (45,8%) de forma simple y en 2 casos (8,3%) asociado a VPH-BR.
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Tabla 44. Relacion entre la tincion dual y el resultado del riesgo del estudio molecular
del VPH postconizacion.

p16/Ki-67
NS
POSITIVO | NEGATIVO Total

RIESGO ALTO N° casos 11 3 14

) RIESGO

INFECCION
% del total 45,8% 12,5% 58,3%
VPH

POSTCONO BAJO N° casos 4 1 5

RIESGO
% del total 16,7% 4,2% 20,9%
ALTO+BAJO N° casos ) 3 5

RIESGO
% del total 8,3% 12,5% 20,8%
Total N° casos 17 7 24
% del total 70,8% 29,2% 100,0%

La Tabla 45 muestra la distribucion de la expresion de p16/Ki-67 en relacion con
el grado de lesion histologica cervical y la persistencia de la infeccion viral

postratamiento.

En las SIL-AG, el doble marcador fue positivo en 11 casos (45,8%) de
persistencia de VPH-AR postcono, en 9 casos (37,5%) de forma aislada y en 2
casos (8,3%) asociado a VPH-BR. Frente a 2 casos (8,3%) de positividad del test dual
y persistencia de VPH-AR en las SIL-BG (Figura 60).
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Tabla 45. Distribucion de la expresion de p16/Ki-67 con el grado de lesion histoldgica
cervical y la persistencia del VPH postconizacion.

SIL-AG SIL-BG
VPH POSTCONO AR BR AR+BR AR BR AR+BR  Total
NO
9 4 2 2 0 0 17
casos
+)
% del
37,5% | 16,6% 8,3% 8,3% 0,0% 0,0% 70,8%
p16/ total
Ki-67 NO
0 0 2 3 1 1 7
casos
)
% del
0,0% 0,0% 8,3% | 12,5% 4.2% 4,.2% 29,2%
total
NO
9 4 4 5 1 1 24
Total casos
% del
total 37,5% | 16,6% | 16,6% | 20,8% 4.2% 4.2% | 100,0%
ota
A SIL-AG B SIL-BG
15
10
5
0
pl16/Ki-67 (+) pl16/Ki-67 (-) pl6/Ki-67 (+) pl6/Ki-67 (-)
EVPH-AR MEVPH-BR @OVPH-AR+BR EVPH-AR EVPH-BR ©OVPH-AR+BR

Figura 60. Tincién dual, persistencia de VPH postcono y grado de lesion histoldgica
cervical. A: SIL-AG. B: SIL-BG.
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1. CONSIDERACIONES SOBRE LAS CARACTERISTICAS DE
LA POBLACION DE ESTUDIO

1.1. Edad

En nuestro estudio, la edad media de las pacientes sometidas a conizacién
cervical con margenes afectos, fue 41,77 afios, con un rango entre 20 y 71 afios. En los
80 casos de SIL-AG fue de 40,9 afios (20-71), y en los 15 casos de SIL-BG fue 46,5
afios (34-65).

Esta edad media es similar a la encontrada en los distintos estudios publicados
sobre mujeres con lesiones premalignas del cérvix, que se sitla entre los 27 y 47 afos,

seglin el metaanalisis de Ghaem-Maghami et al®".

En el estudio de Kietpeerakool et al'’”®, sobre factores clinico-patolégicos
predictores de escision incompleta tras conizacion, la edad media de las 201 pacientes
era 43 afios, con un rango entre 26 y 72 afios.

Encontramos que el 66% de las mujeres de nuestro estudio pertenecen al grupo
de edad comprendido entre los 30 y los 50 afios, siendo comparable a la mayoria de las

series publicadas™®®.

1.2. Menopausia

En nuestra serie, 22 pacientes (23,2 %) eran menopausicas en el momento del
diagnostico, y 73 (76,8 %) no lo eran. No observamos significacion estadistica

(p=0,092) entre el grado de lesion histoldgica y el estado menopausico de las mujeres.

En el estudio de Serati et al*®?

, sobre factores de riesgo para la recurrencia de
CIN tras conizacion, realizado en Italia con 282 mujeres conizadas, el 9,6% eran

menopausicas.

En el trabajo de Chen et al*®

con 1113 pacientes, de las cuales 141 presentaban
margenes positivos en la conizacion, el 35,4% de las mujeres eran menopausicas, frente

al 11,6% que no lo eran.
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2. CONSIDERACIONES SOBRE LOS COFACTORES DE
ADQUISICION DE LA INFECCION POR VPH

2.1. Edad de inicio de las relaciones sexuales

La edad media de inicio de las relaciones sexuales en nuestro estudio fue 18,17
afios, con un rango comprendido entre 14 y 24 afios. El rango de los 16 a los 20 afios
de edad de inicio de las relaciones sexuales engloba a los tres cuartos del total de casos

estudiados, siendo la edad mas frecuente a los 17 afos.

El estudio AFRODITA™ es un estudio transversal de base poblacional,
disefiado para estimar el grado de realizacion de la citologia preventiva en Espafia, asi
como la prevalencia de indicadores sociodemogréaficos, reproductivos, de conducta
sexual y del conocimiento de la mujer sobre la infeccién por VPH, el cribado y el
cancer de cérvix. Segun los resultados de este estudio aproximadamente un tercio de las
mujeres estudiadas iniciaron sus relaciones sexuales entre los 19 y 21 afios. La media de
edad de la primera relacion sexual es de 23,8 afios en mujeres de 56 a 70 afios, y de 18,2

afios en las mujeres de 18 a 25 afios.

No hemos encontrado relacion estadisticamente significativa entre la edad de la
primera relacion sexual y el grado de lesidn histologica cervical (p=0,167).

Sin embargo, hemos observado una tendencia, en las mujeres que iniciaron las
relaciones sexuales antes de los 15 afios de edad, ya que éstas son mas frecuentes a

medida que aumenta la gravedad de la lesién histoldgica.

Simoes et al***

publican un estudio retrospectivo de 274 mujeres conizadas, en el
que la edad media de la primera relacion sexual es 17,42 afios, con un rango que varia

desde los 10 a 32 afios.

En el estudio de Valasoulis et al'*? realizado en Grecia, sobre el papel de los
cofactores, relacionados con la infeccion por VPH, para predecir enfermedad

residual/recurrente, la edad media de inicio de las relaciones sexuales es 18,3 afios, muy

similar a nuestro trabajo.
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2.2. Nimero de parejas sexuales

En nuestro estudio, el 40% de las mujeres han tenido una pareja, el 28,4% dos
parejas, y el 25,3% tres parejas. La media de comparieros sexuales es 2,01, con un rango

de 1 a7 parejas.

En el estudio AFRODITA'™, el 70,6% de las pacientes han tenido una sola

pareja sexual en el global de la poblacién espafiola.

No apreciamos significacion estadistica (p=0,103) entre la lesion histoldgica de
cérvix y el nimero de parejas sexuales, pero el porcentaje de mujeres con 3 parejas es
mayor en las SIL-AG (22,1%) que en las SIL-BG (3,2%).

|l93

En el estudio publicado por Crochard et al~"°, sobre jovenes de 18-24 afios de 7

paises europeos, el nimero medio de parejas sexuales varia de 2 a 4.

3. CONSIDERACIONES SOBRE LOS COFACTORES
IMPLICADOS EN LA CARCINOGENESIS CERVICAL

3.1. Habito tabaquico

En nuestro trabajo, el 55,8% de las pacientes eran fumadoras frente al 35,8% que

no lo eran, y el 8,4% pertenecian al grupo de ex-fumadoras (> 1 afio sin fumar).

Hemos encontrado relacion estadisticamente significativa entre el habito

tabaquico y el grado de lesién histoldgica (p=0,013).

En la mayoria de los datos revisados en la literatura, se pone de manifiesto que
el tabaco interfiere en un aumento de la prevalencia de la infeccion, y se asocia también

con un aumento del riesgo de CIN y céancer cervical ®®.

En el estudio espafiol de Moya et al*’’, sobre factores de riesgo relacionados con

la persistencia o recidiva de CIN, el 28,8 % de las pacientes eran fumadoras.

Andrade et al*® en su trabajo con una muestra de 97 mujeres conizadas con
margenes positivos, en la que el 35% eran fumadoras, concluyen que el tabaco es un

factor de riesgo para la recidiva de CIN.
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3.2. Paridad

El nimero medio de partos por paciente fue de 1,64 partos, con un rango entre 0
y 6 partos. Obtenemos una media de 0,51 abortos por paciente, cuyo rango abarca de 0 a
4 abortos.

Al estudiar la relacion entre el nimero de partos y la lesion cervical, no

encontramos una correlacion estadisticamente significativa (p=0,562).

Ocho estudios de casos y controles sobre el carcinoma invasivo y dos estudios
sobre el carcinoma in situ de cuello uterino, sugieren que las mujeres con tres o cuatro
embarazos tienen un riesgo 2,6 veces superior de presentar cancer de cuello uterino que

las nuliparas, y las mujeres con 7  més partos tienen un riesgo 3,8 veces mayor™.

3.3. Anticonceptivos hormonales

Moreno et al®*

realizan un meta-analisis en el que incluyeron 10 estudios de
casos y controles en pacientes con cancer de cuello uterino (CIS y carcinoma invasivo).
Concluyen que el uso a largo plazo de los anticonceptivos orales podria aumentar hasta

4 veces el riesgo de cancer de cérvix en mujeres infectadas por el VPH.

En nuestra muestra el 25,3% de las mujeres utilizaban anticonceptivos
hormonales desde hace 3 afios 0 mas, frente al 13,7% que lo usaban desde hace menos
de 3 afios, y el 61,1% que no lo habian empleado. La utilizacién de los mismos
predominaba en las SIL-AG respecto a las SIL-BG, independientemente del tiempo de

uso de dicho tratamiento hormonal.

Segln los resultados obtenidos en la encuesta DAPHNE'®, sobre
anticoncepcion en Espafia, publicada en el afio 2011, el porcentaje de mujeres que
utilizaban anticonceptivos hormonales era un 20,3% en el afio 2007, un 17,9% en el afio
2009, y un 16,3% en el afio 2011. Por tanto, el porcentaje de mujeres que usaban

anticonceptivos hormonales es mayor en nuestra muestra que la media de dicho estudio.
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3.4. Inmunosupresion

Coronado et al'® destacan el estado de inmunosupresién como factor de riesgo

predictivo de recurrencia de lesiones preneoplasicas del tracto genital inferior.

En nuestra serie el 85% de las pacientes presentaban un estado de
inmunodepresion, bien por VIH, enfermedad autoinmune en tratamiento con corticoides
u otras causas. Todas estas mujeres se encontraban en los casos de SIL-AG, no habia

ninguna paciente inmunodeprimida entre las SIL-BG.

La incidencia global de CIN en las mujeres VIH positivas varia entre el 10 y el
25%'%1%° | as pacientes con VIH positivo tienen un mayor riesgo de infeccién por

VVPHy 9 veces mas riesgo de desarrollar cancer cervical.

4. CONSIDERACIONES SOBRE LOS RESULTADOS DE LAS
PRUEBAS DIAGNOSTICAS

4.1. Biopsia cervical

En nuestra muestra la biopsia cervical dirigida por colposcopia se realizo en el
85% de las pacientes. El 72,6% de los casos de SIL-AG informados en la biopsia de

cervix, fueron diagnosticados de SIL-AG en el estudio histologico del cono.

Un meta-analisis de nueve publicaciones, realizado por Mitchell et al***, analiz6
la exactitud diagnostica de la colposcopia+biopsia y concluye que para diferenciar el
epitelio normal del que presenta cualquier anormalidad, la suma de la colposcopia y la
biopsia ofrece una sensibilidad del 96%, con una especificidad del 48%. La
especificidad aumenta al 69% cuando diferenciamos entre cérvix normal-LSIL frente a
CIN2-3, aunque paralelamente se reduce la sensibilidad al 85%.

4.2. Infeccion por VPH y genotipo viral

El diagnostico molecular del VPH preconizacion se realizé en el 85,3% de las
mujeres, y sus resultados fueron: 61 casos (75,3%) de VPH-AR, 13 (16,1%) de VPH-
ARy BR, y en 7 casos (8,6%) fue negativo. Apreciamos una relacion, con significacion
estadistica (p=0,000), entre el resultado del riesgo del estudio molecular del VPH, vy el

grado de lesion histologica del cérvix.
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Muchos trabajos reflejan claramente un aumento de la prevalencia de infeccion
por VPH con el aumento de la severidad de la lesion cervical, llegando de manera
mayoritaria a cerca del 90% de prevalencia de infeccion por VPH en los casos de

carcinoma.

1**7 se obtuvo

En un estudio realizado en Barcelona, por Génzalez-Bosquet et a
una prevalencia de infeccion por VPH del 46,6% en ASCUS, 60,7% en LSIL y del

84,2% en HSIL.

En la serie de Pérez-Castro et al'*®®

con lesion CIN2+, la prevalencia del VPH-AR fue del 96,8%, con un 47% de
infecciones simples y un 53% de infecciones multiples.

, en Galicia, sobre un total de 94 pacientes

En nuestro estudio se detectd un 56,8% de infecciones simples y un 43,2% de

infecciones multiples.

De los datos revisados en la literatura, se observo que en Portugal, en un estudio

realizado por Pista et al'**®

, con muestras cervicales de 1.057 mujeres, el 32% de las
infecciones por VPH eran debidas a infecciones multiples, ademas estas infecciones

fueron més frecuentes en mujeres menores de 30 afios.

Algunos estudios sugieren el posible papel de la infeccion mdltiple y la
progresion de la neoplasia cervical, mientras que otros muestran que el riesgo de
lesiones precancerosas 0 cancer invasor en mujeres infectadas por maltiples tipos no es
mayor que el de las infectadas por un Gnico tipo de VPH. La evidencia mas reciente
sefiala que el factor méas importante en la progresion de las lesiones es el genotipo del
VPH, més que si la infeccion es simple o multiple.

Kanh et al*® estudiaron las diferencias en la progresién a CIN 3 segun el tipo de
VPH-AR. En mujeres infectadas por VPH-AR con citologia inicial negativa, el 10% de
las mujeres infectadas por el VPH 16 o 18 presentaron CIN 3 a los 3 afios, y el 18-20%
a los 10 afios. Sin embargo, la progresion a CIN 3 de las mujeres con otros tipos de
VPH-AR fue del 3%.

Los genotipos del VPH identificados en el estudio preconizacion por orden de

frecuencia fueron:
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= VPH 16 en el 44,2% de los casos. EI VPH 16 fue el detectado con
mayor frecuencia, tanto en infecciones simples como multigenémicas.

= VPH 31lenel 12,6%.

= VPH58enel 9,5%.

* VPH45enel 8,4%.

= VPH 18 y VPH de riesgo indeterminado en el 6,3%.

= VPH 33, 39, 51, 52, 53 y 66 en el 5,3%.

= VPH35y73enel4,2%.

» VPH56enel 3,2%.

= VPH59y82enel2,1%

= VPH68enel1,1%.

Un analisis combinado de 12 estudios llevados a cabo en 25 paises, realizado por

Mufioz et al®®

, estimé la prevalencia especifica de tipos de VPH en 3.085 casos de
CCU. Se aplic6 un protocolo de estudio estandarizado y la determinacién de ADN de
VPH mediante PCR con cebadores GP5+/6+. La prevalencia global de VPH fue del
96% vV los tipos mas comunes fueron, por orden de frecuencia decreciente, los VPH 16,

18, 45, 31, 33, 52, 58, 35, 59, 56, 51, 39, 69, 73y 82.

Actualmente, hay evidencia suficiente para afirmar que el VPH 16 es el genotipo
mas frecuente a nivel mundial y en cada region, pero que existen variaciones en la
prevalencia del resto de los diferentes genotipos del VPH segun la poblacion que

estudiemos.

En nuestra muestra, el VPH 31 es el segundo mas frecuente al igual que en la

|198

serie de Pérez-Castro et al'*® y el estudio de Tjalma et al*®?. Castle et al*®, en lesiones

CIN3 encuentran, por orden de frecuencia, VPH 16, 31, 52, 51y 18.

El VPH 18 representa el 6,3% de los casos, por detras del VPH 16, 31, 58 y 45.
Estos resultados concuerdan con otros estudios realizados en la poblacion espafiola.
Doménech-Peris et al’®, aportan una prevalencia del VPH 18 del 2,9%, por detras
también del VPH 16, 58, 33, 31 y 53; Otero Motta el al°®®, del 5,8% para el VPH 18, por
detras del VPH 16, 53, 51, 31, 58, 66, 56 y 33.
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Los datos publicados por el Information Centre on HPV de la WHO/ICO® en el
2015, con referencia a los tipos més frecuentes de VPH en Esparfia en las HSIL, son los
siguientes: VPH 16 (42,6%), VPH 52 (5,9%), VPH 33 (5,4%), VPH 31 (4,3%), VPH 51
(4%), VPH 18 (3%), VPH 35 (2,9%), VPH 58 (2,8%), VPH 56 (2,4%) y VPH 68 (2%)
(Figura 8).

4.3. Colposcopia

Una revision realizada en el afio 2006 por la Cochrane®®, basada en la evidencia
actualmente disponible sobre el empleo de la colposcopia, concluye que es un método
excelente para el estudio de mujeres con citologia anormal, pero sin utilidad como test
de cribado primario ni como sustituto de la evaluacion histologica. Confirma su eficacia
en establecer la topografia de las lesiones y localizar las areas mas sospechosas para
dirigir la biopsia. Ademés se confirma su eficacia en la planificacion individual de la

terapia mas efectiva.

En nuestro estudio, la colposcopia fue patoldgica en el 84,6% de los casos:
encontramos hallazgos colposcépicos de Grado 1 o cambios menores en 40 casos
(44%), y de Grado 2 o cambios mayores en 31 casos (34,1%). En 6 casos (6,6%) el

resultado colposcépico fue sospecha de cancer invasor de cérvix.

Las lesiones colposcépicas se localizaban con mayor frecuencia en el cuadrante
anterior (33,6%), y sobre todo a las 12 h. (30,5%). El 59,7% ocupaban sélo un
cuadrante. Estas lesiones penetraban por el orificio cervical externo en 32 casos
(35,2%), de las cuales 31 (34,1%) eran SIL-AG.

Hammes et al*®’

publicaron un estudio cuyo objetivo era evaluar la capacidad de
la colposcopia en predecir el diagnostico histologico al aplicar la Clasificaciéon de la
IFCPC. Para distinguir entre cérvix normal y el que presenta lesiones de bajo grado
(CIN1) respecto al que presenta CIN2+, la colposcopia tuvo una sensibilidad del 61,1%
y una especificidad del 94,4%. Los hallazgos colposcopicos clasificados como cambios
mayores tuvieron el mayor VPP para detectar CIN2+. Las anomalias colposcopicas
dentro de la ZT y las lesiones extensas estuvieron mas estrechamente relacionadas con

lesiones de alto grado.
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4.4. Diagnostico anatomopatolégico del cono

A. Afectacion de los margenes quirdrgicos

Durante el periodo del estudio (2008-2013) se realizaron, en nuestra UGC, un
total de 480 conizaciones, de las cuales resultaron con margenes afectos de lesién 95
casos (19,8%), que constituyen nuestra muestra, formada por 80 SIL-AG y 15 SIL-BG.

La afectacion de los margenes quirargicos de la conizacién es un factor asociado

a la persistencia/recurrencia lesional*’" %2,

La incidencia de bordes quirdrgicos
afectados ha sido descrita hasta en el 48% de los casos en los que se realiza un
tratamiento escisional'”**®. Sin embargo la escision incompleta no es sinénimo de
lesion residual. El dafio térmico en los margenes de reseccion puede dificultar su
evaluacion histoldgica. La frecuencia del dafio téermico es dependiente de la experiencia

y habilidad del cirujano, y de la utilizacién de un equipo adecuado®®.

En el estudio de los margenes de la conizacion de nuestra serie, resultaron
afectados: el borde endocervical en 55 casos (57,9%), el exocervical en 23 casos
(24,2%) y ambos bordes en 17 casos (17,9%).

Hemos encontrado relacion estadisticamente significativa entre la localizacion
del margen quirdrgico afectado y el grado de lesién histoldgica cervical (p=0,001). En
las SIL-AG el borde endocervical estd afectado en el 54,7% de los casos, y el

exocervical en un 14,7%, frente al 3,2% y 9,5%, respectivamente, en las SIL-BG.

En el estudio de Kietpeerakool et al*®?, la frecuencia de afectacién de margenes
del cono fue del 44,3%: el margen endocervical en el 19,9%, el exocervical en el 11.4%
y ambos bordes en el 12,9% de los casos. Los autores concluyen que el estado
menopausico y la longitud del cono de menos de 10 mm son predictores de escision

incompleta del margen endocervical.

En la serie de Chen et al*®, el 12,3% de los casos tenian margenes positivos, con
afectacion del margen endocervical en el 32%, el exocervical en el 45,4%, y ambos
margenes en el 22,6%. Este autor también reporta que el estado menopausico y la

existencia de grandes areas de lesion son factores de riesgo para margenes positivos.
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El estudio anatomopatoldgico tras el tratamiento escisional, en el estudio espariol
de Moya et al*’’, mostré en el 12,5% la afectacion de cémo minimo un margen de
reseccion. El porcentaje méas alto se hall6 en las pacientes con CIN3, donde el 16%

presento todos los margenes afectados.

En la serie de O"Shea et al*®

, con 144 mujeres sometidas a conizacion (LEEP),
el 46,5% de los casos tenian los margenes afectados: el margen endocervical en el

11,1%, el exocervical en el 30,5%, y ambos margenes endo y exocervical en el 4,9%.

Como la mayoria de los distintos trabajos publicados, el estudio de Leguevaque

et al?l°

refiere que el factor predictor de recurrencia mas importante es el test del VPH-
AR positivo a los 6 meses de la intervencion, seguido de la afectacion del margen

endocervical.

B. Afectacion glandular

La afectacion glandular, en el informe histologico de las piezas de conizacion,
estaba presente en 38 casos (40%), y de éstos 36 casos (37,9%) eran SIL-AG, ya que
observamos una relacién estadisticamente significativa (p=0,022) entre la gravedad de

la lesién histoldgica cervical y la extension glandular de la misma.

La mayoria de los autores no encuentran relacion entre la afectacion glandular y

188, 211, 212 £ 188 analiza

la probabilidad de presentar una recidiva estudio de Kong et a
los factores de riesgo para predecir lesion residual/recurrente en 701 pacientes
conizadas, con una afectacion glandular del 58,2%, superior a nuestra serie, y no
encuentran relacion de la misma con enfermedad residual o recurrente. El autor
concluye que el estado del margen endocervical junto al test del VPH-AR postcono son

los factores predictivos mas importantes de la recidiva de lesion escamosa.
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5. CONSIDERACIONES SOBRE LA PERSISTENCIA DE LA
INFECCION POR VPH POSTRATAMIENTO

El control y seguimiento de las pacientes tratadas por una lesion de alto grado es
una parte muy importante de cualquier programa de prevencion de cancer de cérvix. La
determinacion del VPH-AR contribuye notablemente a mejorar el rendimiento de la

citologia y la colposcopia en la deteccion del fallo terapéutico.

En un meta-andlisis, publicado en 2012 por Kocken et al'”, donde se han
revisado 8 publicaciones con 1.513 mujeres tratadas por CIN2+, se valoro la utilidad de
la deteccion del VPH-AR frente a la citologia y la prueba combinada (citologia mas
deteccion de ADN del VPH-AR). Las sensibilidades agrupadas fueron 79% (IC 95%:
72-85%) para la citologia, 92% (IC 95%: 87-96%) para las pruebas del VPH-AR, y
95% (IC 95%: 91-98%) para la prueba conjunta. Las especificidades agrupadas fueron
81% (IC 95%: 74-86%) para la citologia, 76% (IC 95%: 67- 84%) para las pruebas del
VPH-AR, y 67% (IC 95%: 60-74%) para la prueba combinada. Actualmente, la utilidad
del test de deteccién de ADN del VPH-AR en el seguimiento de las pacientes tratadas
por CIN2+, es un estandar de referencia, y se recomienda su utilizacion por la mayoria

de las sociedades cientificas.

En nuestra serie el estudio molecular del VPH a los 6 meses de la conizacion se
realizd en el 56,8% de los casos, resultando positivo en 25 casos (46,3%) y negativo en
29 casos (53,7%). En el 6,3% se demostro persistencia del VPH 16, seguido del VPH 18
en el 4,2%, y en el 3,2% de los casos se identificd el VPH 45, 51y 68.

El estudio de Baser’:®

et al en el 2014, sobre factores de riesgo para la
persistencia del VPH tras tratamiento de CIN2/3, en 113 mujeres conizadas, detecta
persistencia del VPH-AR en 24 mujeres (21,2%); muy similar a nuestro trabajo con 20

casos de persistencia de VPH-AR postcono.

Rositch et al*** realizan un meta-analisis, en el que incluyen 25 estudios, para
estimar la incidencia de infeccion por VPH-AR tras tratamiento de CIN, en casi 2.000

mujeres, y concluyen que dicha incidencia varia ampliamente del 0 al 47%.
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6. CONSIDERACIONES SOBRE LA EXPRESION DE p16/Ki-67

La tincion dual p16/Ki-67 detecta la expresion de dos biomarcadores, la proteina

6<% reguladora del ciclo celular, y la proteina Ki-67, un marcador de proliferacion

pl
celular. La deteccion simultanea de ambas proteinas en la misma célula es un indicador
de la desregulacion del ciclo celular que ocurre cuando se produce la transformacion
oncogenica inducida por VPH-AR. El test dual es util en muestras cito-histologicas del
cuello uterino, tanto de origen escamoso como glandular, y proporciona un criterio
objetivo para identificar aquellas mujeres con riesgo elevado de padecer o desarrollar

una lesion de alto grado, con elevada sensibilidad y especificidad.

En nuestro estudio, la aplicacion de la tincién dual a los bordes de 93 piezas de
conizacién (97,9%), afectos de lesion escamosa, resultd positiva en 72 casos (77,4%) de
SIL-AG, y en 2 casos (2,2%) de SIL-BG. La tincion dual p16/Ki-67 y el grado de lesion
histologica cervical en las conizaciones con afectacion de los bordes quirdrgicos
muestran una relacion estadisticamente significatica (p=0,000). Asimismo, encontramos
significacion estadistica (p=0,029) entre el test dual pl6/Ki-67 y el grado de lesion

histoldgica en las conizaciones con margenes quirdrgicos indemnes.

Diversos trabajos relacionan la expresion de p16 y Ki-67 con el grado de lesién

histoldgica, y la consideran un factor de riesgo de progresion de CIN?*>%,

También observamos una relacion, con significacion estadistica (p=0,000), entre
el doble test y la localizacién de la afectacion del borde quirtrgico. En caso de
afectacion del borde endocervical, la tincion dual fue positiva en 48 casos (51,6%), y

negativa en 5 casos (5,4%).

Kim et al**®

estudian la expresion de p16, Ki-67, y otros biomarcadores, en 149
muestras de biopsia cervical (31 CIN1, 25 CIN 2, 41 CIN3, 35 carcinoma escamoso, Yy
17 negativas), y asocian la expresion de Ki-67 con la escision incompleta,
considerandola como un factor de riesgo de afectacion de los margenes quirargicos

positivos.

Cuando analizamos la relacion entre el test dual p16/Ki-67 y la persistencia del
VPH-AR en las conizaciones, con margenes afectos, no observamos significacion
estadistica. De los 13 casos de SIL-AG con margenes afectos y persistencia del VPH-

AR postratamiento, el marcador inmunohistoquimico fue positivo en 11 casos (45,8%).
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El estudio de Song et al®® en el afio 2007, con 49 muestras de conizacion,
incluyendo 12 CIN2 y 37 CIN 3, investiga la correlacion entre la carga viral del VPH-
AR, y la expresion de pl16 o Ki-67, para identificar biomarcadores que puedan predecir
la enfermedad residual después de la conizacion con margenes positivos. La expresion
de p16 y Ki-67 se asocio significativamente con el grado de CIN, y la carga viral del
VPH-AR no se relaciono con lesiones residuales después de la conizacion con margenes

positivos.

Dona et al?®

encontraron en 140 pacientes, un 94,6% de positividad tanto para
VPH (VPH 16 y 18) como para la tincion dual, y concluyeron que esta positividad esta
asociada significativamente a la presencia de CIN2+ confirmada por estudio

histopatologico.

Estos hallazgos demuestran la importancia de la expresion simultanea de

6™ * y Ki-67 en células epiteliales del cuello uterino infectadas por VPH-AR, lo

pl
cual aporta un dato relevante para el manejo clinico de las pacientes conizadas por SIL-
AG, con afectacion de los margenes quirdrgicos, ya que la positividad en la tincion dual
nos indicaria de manera confiable la existencia de un proceso de transformacion celular

y posiblemente asociado a progresion neoplasica.
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1. La tincién dual p16™*/ Ki-67 se manifiesta muy atil en el estudio de los
margenes afectos de las conizaciones, resultando positiva en la mayoria de los casos de
SIL-AG (HSIL), sobre todo si esta afectado el borde endocervical. Ademas, se confirma
que dicho marcador no se expresa cuando los bordes del cono estan indemnes de lesion

escamosa.

2. En los casos con margenes afectos por SIL-AG, se ha observado una relacion
altamente significativa con el consumo de tabaco y con la infeccion por el VPH 16. No
obstante, ninguno de los otros cofactores incluidos en el estudio (edad de inicio de
relaciones, nimero de parejas sexuales previos a la conizacion, menopausia, paridad,
uso de anticoncepcion hormonal, estado inmunitario), han aportado informacion

relevante.

3. En el estudio molecular del VPH transcurridos 6 meses desde la conizacion,
aunque no haya existido significacion estadistica, observamos una alta tasa de
persistencia del VPH-AR, siendo el genotipo 16 el mas frecuente, seguido de los
genotipos 18, 45, 51 y 68.

4. En el estudio colposcopico de los casos de nuestra serie, observamos que las
lesiones de AG ocupan un solo cuadrante (c. anterior-12 h.) y alcanzan de forma

significativa el OCE.

5. El legrado endocervical postconizacion no resulta buen predictor de lesiones
escamosas residuales, tanto en lesiones escamosas de AG como de BG. A la vista de
estos resultados planteamos la necesidad de buscar otra prueba diagndstica alternativa,
como la determinacion intraoperatoria del VPH (VPH-I0), inmediatamente

postconizacion.
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