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RESUMEN

INTRODUCCION. E| virus del papiloma humano es un virus ADN de la familia Papovaviridae res-
ponsable del cancer de cuello de Utero y de sus lesiones precursoras. La incorporacién al cribado
de las pruebas de deteccion de ADN viral, han supuesto una mayor deteccidn de casos por su
mayor sensibilidad.

OBIJETIVO. El objetivo primario es justificar, desde los puntos de vista estadistico y anatomopato-
Iégico, el protocolo actual para la prevencion del cancer de cérvix y, el secundario, es la evaluacion
del papel de la inmunohistoquimica en el prondstico y progresién de las lesiones premalignas
epiteliales y del cdncer escamoso de cérvix avanzado.

MATERIAL Y METODOS. Se realizaron dos busquedas; una en enero de 2017 en cuatro bases de
datos en la que se encontraron 2819 articulos vy, la segunda, se realizé en marzo de 2017, en
Pubmed en busca de novedades en el campo de la inmunohistoquimica. Tras la eliminacién, fue-
ron incluidos en el trabajo 39 y 9 de las respectivas busquedas. Para el analisis estadistico se uti-
lizaron Review Manager 5.3 y calculadora Excel para conversién de datos.

RESULTADOS. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la sensibilidad de las
pruebas ADN viral frente a la citologia (p=0.0007) para la deteccidn de CIN 2+, asi como en la
especificidad a favor de la citologia (p=0.0003). No se encontraron diferencias significativas entre
la citologia convencional y en base liquida (p=0.06 y p=0.51). La inmunohistoquimica reveld co-
rrelacidn significativa con el grado de lesion, asi como con el pronéstico de la neoplasia. El mar-
cador mas utilizado y estudiado es la proteina p16INK4, cuya sensibilidad es equiparable a la de
pruebas de deteccidn viral y su especificidad significativamente superior.

CONCLUSIONES. La mayor sensibilidad de los test de VPH justifica su utilizacion como primera
linea de cribado, asi como la mayor especificidad de la citologia explica su uso en mujeres con
mayor prevalencia de infeccién por VPH. La expresién de marcadores inmunohistoquimicos im-
plica peor prondstico y mayor probabilidad de progresién tumoral, aunque podrian utilizarse
como dianas terapéuticas en el futuro.

PALABRAS CLAVE: citologia; test ADN; histologia; correlacion; inmunohistoquimica; sensibilidad;
especificidad; diagndstico; pronéstico.



ABSTRACT

INTRODUCTION. Human papillomavirus is a DNA virus of the Papovaviridae family responsible for
cervical cancer and its precursor lesions. The incorporation of viral DNA tests to the screening
process has produced a greater detection of cases due to its greater sensitivity.

OBJECTIVE. The primary objective is to justify, from the statistical and pathological points of view,
the current protocol for the prevention of cervical cancer, and the secondary objective is the eva-
luation of the role of immunohistochemistry in the prognosis and progression of premalignant
lesions and advanced squamous cancers of the cervix.

MATERIAL AND METHODS. Two searches were performed; the first one in January 2017 in four
databases, during which 2819 articles were found, and the second one was carried out in March
2017, in Pubmed looking for recent advances in immunohistochemistry. After the elimination, 39
and 9 respectively were included in the study. For statistical analysis, Review Manager 5.3 and
Excel calculator were used for data conversion.

RESULTS. There were statistically significant differences in the sensitivity of viral DNA tests com-
pared to cytology (p=0.0007) for the detection of CIN 2+, as well as in the specificity in favor of
cytology (p=0.0003). There were no statistically significant differences between conventional and
liquid-based cytology (p=0.06 y p=0.51). Immunohistochemistry revealed a significant correlation
with the degree of lesion as well as with the prognosis of the neoplasia. The most commonly used
and studied marker is the p16INK4 protein, whose sensitivity is comparable to viral detection
tests and its specificity is significantly higher.

CONCLUSIONS. The greater sensitivity of HPV tests justifies its use as the first line of screening,
and the greater specificity of cytology explains its use in those women with a higher prevalence
of HPV infection. Positive biomarkers mean worse prognosis and more probability of tumor pro-
gression and they could be used as therapeutic targets.

KEYWORDS: cytology; DNA test; histology; correlation; immunohistochemistry; sensitivity; speci-
ficity; diagnosis; prognosis.



INTRODUCCION

El virus del papiloma humano (VPH) es un virus ADN de la familia Papovaviridae que, por
sus caracteristicas morfoldgicas, produce una gran variedad de lesiones. De éstas, las mas impor-
tantes por su repercusion clinica, son las lesiones premalignas o neoplasias intraepiteliales (CIN)
del cuello de utero, siendo el principal agente etiolégico de las mismas.

Dentro de esta familia de virus no todos producen lesiones a nivel del tracto genital fe-
menino ni todos son potencialmente malignos. Atendiendo a su capacidad para producir cambios
neoplasicos en el cuello uterino, se pueden clasificar en:

- Virus de bajo riesgo oncolégico. Los mas caracteristicos son los serotipos 6 y 11, conside-
rados agentes etioldgicos mds frecuentes de las verrugas genitales o condilomas acumi-
nados.

- Virus de alto riesgo oncoldgico. Fuertemente asociados con las lesiones escamosas de
alto grado. Los mas conocidos e importantes en nuestro medio son los serotipos 16 y 18,
responsables de casi el 70% de los canceres de cérvix.

El primer método que se utilizé como procedimiento diagndstico de las lesiones neopla-
sicas del cuello uterino fue la citologia vaginal convencional?. Sin embargo, la baja sensibilidad®?
de esta prueba ha hecho que nuevas técnicas con mejor perfil para el screening poblacional sean
utilizadas en la practica clinica como primera linea diagnéstica®. Entre éstas, destacan el papel
de la citologia liquida y el de la deteccién del ADN viral incorporados en el protocolo actual de
prevencion de cancer de cérvix en nuestro pais. La evolucion de las técnicas citoldgicas y molecu-
lares en los ultimos 20 afios ha permitido no sélo mejorar la atencidn clinica y el diagndstico pre-
coz sino conocer el comportamiento del virus a nivel intracelular y el proceso de progresién on-
coldgica. Asimismo, este conocimiento ha permitido desarrollar una serie de vacunas (bivalente,
tetravalente y nonavalente) que han mejorado el perfil epidemiolégico de las infecciones por VPH
y, por consiguiente, han contribuido a la reduccién de la incidencia de las lesiones premalignas.

La génesis de la neoplasia cervical consiste en la integracion del ADN del VPH vy la altera-
cién de los mecanismos de crecimiento celular gracias a la interaccion de las oncoproteinas virales
E6y E7 con las proteinas supresoras tumorales p53 y retinoblastoma (pRb), respectivamente. De
esta manera, por la degradacién de p53 al unirse a E6 y la inhibicién de Rb tras la unién con E7 la
célula se mantiene en un estado proliferativo permanente que conduce a su inestabilidad gené-
tica y clonacién maligna®. En trabajos que han utilizado particulas tipo virus se ha evidenciado
gue el microtrauma que se produce durante la actividad sexual deja expuestas las células basales
en activa proliferacion a los distintos tipos de VPH y, de esta manera, la unién entre el receptor
de la célula basal y la proteina L1 de la capside permiten la endocitosis del virus a la célula hués-
ped™. Cuando se integra el ADN viral en el ADN del huésped comienza un incremento en la trans-
cripcidon de E6 y E7, lo que supone inactivacion de pRb. Dado que la pRb se comporta como
feedback negativo de la expresion de p16INK4 (proteina de supresién tumoral), su inactivacidn
se traduce en un incremento de ésta’®). En los ultimos afios se ha discutido el valor diagndstico de
la deteccién inmunohistoquimica de la proteina p16, asi como las implicaciones prondsticas que
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pueda tener y constituye un ejemplo de las lineas de investigacion actuales. El objetivo de éstas
es, por un lado, mejorar la sensibilidad y especificidad de las pruebas incluidas en el protocolo de
prevencion y, por otro, estudiar la posibilidad de predecir el comportamiento y la progresion de
las lesiones de bajo grado o indeterminadas por medio de biomarcadores(®”).

PROTOCOLO ACTUAL DE DIAGNOSTICO EN ESPANA

El protocolo actual para la prevencién de cancer de cuello uterino se acordd en base a los
conocimientos mas actuales acerca de su patogénesis y a los datos epidemiolégicos de distribu-
cién de los serotipos viricos. Dado que la infeccidon por VPH es una condicién necesaria para que
se produzcan lesiones premalignas, aquellas mujeres que no han tenido relaciones sexuales estan
exentas de realizarse ninguna prueba. Por otro lado, la vacunacién sistematica ha reducido con-
siderablemente la incidencia y se refleja en la edad de inicio de las pruebas, a partir de los 25
anos, coincidiendo con el periodo de mayor prevalencia de infeccién por VPH. En el cuadro a
continuacién, se recoge un resumen del protocolo, sin incidir en los casos particulares que mues-
tren alteradas algunas de las pruebas y que, por consiguiente, pasen a un estudio posterior:

‘ < 25 anos ” 25-30 anos ‘ 30-65 anos

No cribado Citologia Citologia Prueba VPH Co-test Finalizar cribado
cada 3 afos cada 3 anos* [=LER T cada 5 afos** « 3 citologias negativas

= 2 pruebas VPH

o co-test negativos
= Mo antecedentes de CIN
en 20 anos previos

Imagen 1. Extraido de: Cribado poblacional del cdncer invasor de cuello uterino. Oncoguia SEGO:
Cdncer de Cuello Uterino 2008. Guias de prdctica clinica en cdncer ginecolégico y mamario. Publi-
caciones SEGO, Octubre 2008.

Cuando algunas de éstas salen alteradas, la prueba a realizar pasa a ser la colposcopia con
biopsia dirigida puesto que es la prueba anatomopatolédgica que mejor informa de la morfologia
del epitelio y es la prueba de oro para la verificacién de resultados anormales?. Los resultados
de estas pruebas, tanto normales como atipicos, se definen en base al sistema Bethesda 2014®?
para los extendidos citoldgicos e histoldgicos de la siguiente manera:

Anomalias celulares citoldgicas:
- Encélulas escamosas:

o L-SIL (Lesidn escamosa de bajo grado)

o H-SIL (Lesién escamosa de alto grado)

o Células atipicas:
= ASC-US (Células escamosas atipicas de significado incierto)
= ASC-H (Células escamosas atipicas no pudiendo excluir una lesién de alto

grado)
o Carcinoma escamoso

! La dltima publicacién Bethesda de 2014 trata de mejorar algunos aspectos relacionados con la nomenclatura de lesiones glandulares
y lesiones de bajo grado que presentan algunos grupos celulares aislados sugestivos de alto grado®



- Encélulas glandulares:
o Células atipicas:
= Células cervicales
= Células endometriales
= Células glandulares
o AGC (Células glandulares atipicas)
o Células atipicas:
= Endocervicales, a favor de neoplasia
= Glandulares, a favor de neoplasia
o Adenocarcinoma endocervical insitu
o Adenocarcinoma
=  Endocervical
=  Endometrial
= Extrauterino
= No especificado (NOS)
Anomalias histoldgicas:
o CIN 1: displasia leve (L-SIL)
o CIN 2: displasia moderada.
o CIN 3: displasia grave.

-NOS (Células atipicas “not other-
wise specified”)

} (H-SIL)

CITOLOGIA CONVENCIONAL (CC)

La CC o Papanicolaou se implementd como primer procedimiento diagndstico y tuvo gran
aceptacion por la facilidad de su reproduccién y su bajo coste. Sin embargo, varios estudios!>?
demuestran baja concordancia con las muestras de biopsia, sobre todo para lesiones de interme-
dia gravedad, asi como una sensibilidad de dispersidn considerable e inferior a otras pruebas.
Estas limitaciones tienen que ver, en primer lugar, con la variabilidad interobservador y con fac-
tores derivados de la toma de la muestra, el extendido hematico, la presencia de células inflama-
torias y detritus celulares . En segundo lugar, tienen que ver con las derivadas de la técnica y
del retraso en la fijacion de las muestras que pueden interferir en la morfologia celular e inducir
diagnosticos erréneos?.

CITOLOGIA EN BASE LIQUIDA (CBL)

La aparicién de la CBL ha permitido superar los inconvenientes de la CC, demostrando
superioridad diagndstica sobre ésta>*V) y se ha incluido en algunas comunidades auténomas
como primer método de cribado entre los 25 y los 30 afios. Otra de las aportaciones de esta téc-
nica es la reduccidn de citologias inespecificas, esto es, con resultado citolégico indeterminado
(ASC-US o ASC-H), lo que disminuye el coste posterior de evaluacién de estos resultados indeter-
minados en los que no se puede descartar una lesion de bajo grado (como es el caso del ASC-US)
ni de alto grado (ASC-H)*%1213),

Las caracteristicas morfoldgicas que determinan la clasificacion de la citologia como una
lesién de bajo grado o de alto grado se pueden ver reflejadas en las imagenes dispuestas a conti-
nuacion:
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Imagen 4(16), ASC-US (citologia en medio Imagen 507, Hallazgos normales. Se ob-
liquido). servan células superficiales eosindfilas

con nucleo picnético y aspecto poligonal
y células intermedias basoficas.

En la Imagen 2 se observan nucleos de mayor tamano y mitosis celular, mientras que en
la Imagen 3 estos cambios son mas evidentes y la relacion nucleo-citoplasma se ve muy reducida,
en comparacién con las células normales que se observan en la Imagen 5. En la Imagen 4 se
muestra un resultado de significado incierto, donde las caracteristicas pueden ser un signo de
infeccidn por algunos tipos de VPH o corresponder a lesiones de crecimiento benigno.

DETECCION ADN VIRUS

Hasta hace unos anos, la deteccion del virus en el canal endocervical se hacia en aquellas
pacientes con resultados anormales en la citologia. Sin embargo, estudios posteriores demostra-
ron que el test de ADN viral tiene mayor sensibilidad que la citologia>® y, por este motivo, se
utiliza en nuestro medio como primer método de cribado en mujeres mayores de 30 afios. La
razon por la que es a partir de esta edad y no antes radica en fundamentos epidemioldgicos: la
mayor parte de la poblacion femenina por debajo de los 30 afios presenta infeccion transitoria
por el VPH sin tener lesiones significativas y, a lo largo de un periodo corto de afios, se desharan
de esa infeccidn; por contra, a partir de los 30 resulta mas dificil eliminar el virus y hay mayor
riesgo de infecciones persistentes.

Existen varios métodos de deteccidén de virus y los que se siguen desarrollando. Entre
ellos se encuentran los de hibridacion (HC2), los moleculares y los de amplificacién. El primer
método aceptado y mas utilizado es el HC2, puesto que identifica 13 genotipos virales de alto
riesgo (incluyendo 16 y 18) y 5 tipos de bajo riesgo; el handicap es que no identifica el tipo viral



especifico a diferencia de otros métodos. Por su parte, lo mas importante de la deteccidn vy tipifi-
cacion del VPH es su papel en la clasificacién de citologias con resultado ASC-US y su implicacion
en el prondstico y optimizacién de tratamiento en las lesiones precursoras de cancer.

COLPOSCOPIA CON BIOPSIA DIRIGIDA. CONIZACION

La colposcopia con biopsia dirigida supone el segundo escalén en el protocolo de preven-
cion de cdncer de cérvix y su papel consiste en confirmar o descartar las lesiones presentes en la
citologia o identificar lesiones en resultados positivos para infeccidn por VPH.

En ultimo lugar se encuentra la conizacién, que es una medida terapéutica y diagndstica,
pues constituye una pieza macroscépica que, la mayor parte de las veces, coincide con el resul-
tado histoldgico, no asi siempre:

Excisional procedure

Normal CIN1 CIN 2 CN 3 AlS sCC Total

Biopsy Normal, n (%) 2 (28.5) 1(14.2) 2(28.5) 2 (28.5) 7
CIN 1, n (%) 14 (29.1) 23 (47.9) 1(2.1) 10 (20.8) 48

CIN 2, n (%) 5 (18.5) 6(22.2) 6(22.2) 10 (37.0) 27

CIN 3/AIS, n (%) 4 (3.6) 8(7.2) 5(4.5) 78 (70.9) 1(0.9) 14(12.7) 110

Absence, n (%) 6 (42.8) 4(28.5) 1(7.1) 3(21.4) 14

QN 1indicates cervical intraepithelial neoplasia grade 1; ON 2, cervical intraepithelial neoplasia grade 2; QN 3, cervical intraepithelial neoplasia grade 3; AlS, adenoardnoma insitu;
SCC, squamous cell carcinoma.

Figura 1(18), Kabaca C et al. Is Cervical Punch Biopsy Enough for the Management of Low-Grade Cervical Intraepithe-
lial Neoplasia. Journal Of Lower Genital Tract Disease 2014; 18 (3): 240-245.

Desde el punto de vista histoldgico, la neoplasia intraepitelial comprende diferentes gra-
dos con sus respectivas caracteristicas, aunque, en algunos casos, no sea facil atender a esos ras-
gos y emitir un diagndstico claro, en la mayor parte de ocasiones asi es. Los criterios que se utilizan
para el diagndstico de los diversos grados de CIN son: estratificacion y maduracién del epitelio
cervical, anormalidades celulares y actividad mitdtica.

.\‘ﬁ A a. o

'u\g b e

Imagen 6(19), A |a izquierda, epitelio normal. A la derecha CIN 1-> las altera-

ciones displdsicas se encuentran limitadas a las capas mas basales del epitelio,
asi como las mitosis y se acomparian de alteraciones citopaticas producidas
por el VPH: coilocitosis, paraqueratosis... Se acompafian de maduracién en los
dos tercios superficiales del epitelio.



Imagen 719, A la izquierda CIN 2=>se encuentra maduracion en las capas superficiales y las atipias
celulares se encuentran mas proximas a la superficie que en el caso anterior. Las mitosis suelen en-
contrarse en los dos tercios displasicos basales (aunque pueden aparecer en cualquier nivel). En este
estadio es posible encontrar mitosis atipicas. A la derecha CIN 3= no se encuentra maduracion y las
atipias celulares estan presentes en todas las capas celulares. Las mitosis atipicas aumentan en nu-
mero y la proliferacién de células displasicas puede desplazar al epitelio glandular.

s ] RS v
Imagen 829, Carcinoma microinvasor. Véase la invasion estro-
mal y la rotura de la membrana basal.

INMUNOHISTOQUIMICA

La variabilidad inter e intraobservador hace referencia al grado de concordancia diagndstica
en las muestras citoldgicas y bidpsicas. Se ha observado que la concordancia alcanza su maximo
exponente en los extremos diagndsticos: biopsias negativas y CIN3/carcinoma invasor (F.J. Torres
Gémez et al.)’?). El problema de este hecho radica en que el tratamiento quirurgico estd disponi-



ble para las lesiones por encima de CIN 2 o intermedias, es decir, las que mayor variabilidad pre-

sentan son las que son susceptibles de tratamiento. Por este motivo, a lo largo de los afios se han

propuesto otros marcadores que reduzcan esta variabilidad y permitan homogeneizar los crite-

rios, aumentando asi la concordancia diagndstica en las lesiones. Un buen marcador podra ser

Gtil si: posee una elevada sensibilidad para CIN2+ y/o CIN3 y una alta especificidad y es facil de

evaluar y reproducible. Algunos de los marcadores que se han ido utilizando bajo el propdsito

anteriormente citado son:

p16INK4a?Y. Se trata de una proteina humana codificada por el gen supresor tumoral
CDKN2A que se sobreexpresa cuando existe una infeccidn por VPH y las evidencias exis-
tentes la convierten en altamente especifica, sobre todo de las lesiones de alto grado.
(Tabla 7). Se considera expresion cuando hay tincidn de las capas basales y suprabasales,
por muy pequefia que sea el drea. Por el contrario, se considera negativa cuando existe
negatividad absoluta, positividad focal o parcheada y la tincién exclusiva de las capas su-
perficiales. Esta tincidn resulta particularmente util para diferenciar lesiones intraepite-
liales de alto grado de las lesiones no neoplasicas con morfologia similar, por ejemplo,
alteraciones secundarias a la inflamacién, atrofia o metaplasia inmadura (Imagen 9), asi
como para comprobar el estado de los margenes de reseccidén en piezas de conizacién.
Ki67?Y. Es un antigeno que identifica células en proliferacidon. A pesar de que se ha em-
pleado para discriminar en casos dudosos, es un marcador poco especifico, ya que se
expresa con mucha intensidad en muestras reactivas epiteliales. Algunos trabajos como
Galgano et al. concluyen que no existe ventaja clara en su utilizacion conjunta con
p16INK4a.

Imagen 91, Patrones de tincién inmunohistoquimica para
p16INK4a. A) Negatividad, atrofia. B) Negatividad, tincion parcheada.
C) Positividad, tincion células basales (lesion de bajo grado). D) Posi-

tividad, tincion de todo el espesor epitelial (lesién de alto grado/car-
cinoma in situ).
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Imagen 1022, Diferentes tinciones de biopsias cervicales: columna de la
izquierda hematoxilina y eosina, del medio p16INK4a y derecha ki67. a, b
y ¢ negativas para lesién intraepitelial. d, e y f lesién intraepitelial de bajo
grado. g, h eilesién intraepitelial de alto grado.

Proteina 2 del mantenimiento de minicromosomas (MCM2) y la topoisomerasa lla (TOP
lla)?Y, Ambas se encuentran sobreexpresadas en procesos con induccién aberrante de
la fase S del ciclo celular, hecho que ocurre en las células infectadas por VPH. Dado que
mejoran su perfil de sensibilidad y especificidad cuando se combinan, se ha comerciali-
zado esta formula. Sin embargo, no han demostrado ninguna ventaja con respecto a
pl16INK4a.

Cdcb y Mcmb5. Al igual que Ki67, son dos antigenos relacionados con la proliferacién ce-
lular pero que, también presentan el mismo problema que el primero: carecen de espe-
cificidad al aparecer sobreexpresados cuando hay procesos inflamatorios epiteliales.
Forkead box protein 3 (Foxp3)?3. Es un factor regulador de la transcripcién que participa
en las funciones de las células T CD4+ y ha sido definido y considerado como el principal
marcador molecular de la subpoblacién reguladora de linfocitos T. Estudios recientes han
demostrado que, ademas, esta proteina se expresa en células tumorales.

Receptor Toll 4 (TLR4)!®), Tiene un papel crucial en el reconocimiento de ligandos en la
inmunidad adquirida y, en los ultimos afos, a este papel se le ha afiadido su aparente
expresion en lineas y tejidos tumorales.

Survivina®?. Se trata de una proteina que tiene un doble papel: por un lado, actiia como
supresor de la apoptosis y, por otro, juega un papel central en la divisidn celular. Su im-
plicacion prondstica en las lesiones neoplasicas y su prediccidon de respuesta al trata-
miento radioterapico han hecho que varios estudios la hayan propuesto como posible
diana terapéutica en el tratamiento del cancer. Todavia existe controversia en la relacién
de la survivina con el cancer de cérvix y se requieren mas estudios para esclarecer su
implicacion en este tipo de neoplasia.

11



OBJETIVO E HIPOTESIS

El objetivo primario es justificar, desde el punto de vista estadistico y anatomopatoldgico,
el protocolo actual para la prevencién del cancer de cérvix, asi como la correlacién entre pruebas
diagndsticas. El objetivo secundario es la introduccidon de la inmunohistoquimica y la evaluacion
de su papel en el pronéstico y progresion de las lesiones premalignas epiteliales, ya que son las
mas frecuentes, y del cdncer escamoso de cérvix avanzado.

e (Existen diferencias significativas entre los valores de sensibilidad y especificidad de las
pruebas de cribado? ¢es mejor utilizar la deteccién de ADN viral?

e (Esposible predecir el comportamiento de las lesiones cervicales a partir de la positividad
de las biopsias para determinados marcadores inmunohistoquimicos?

e (Se puede mejorar el rendimiento diagndstico de la histologia utilizando técnicas inmu-
nohistoquimicas?

MATERIAL Y METODOS

BUSQUEDA

Se realizd una primera busqueda en enero de 2017 (ver anexo 1) en 4 bases de datos
distintas. El nimero de articulos con respecto a cada base de datos se distribuyo de la siguiente
manera: 1993 articulos en Pubmed, 49 en Cochrane Library, 507 en Web of Science y 269 en
Scopus, un total de 2819. A continuacidn, utilizando la base de datos EndNote, se procedid, en
primer lugar, a la eliminacién de duplicados y, en segundo lugar, a la eliminacidn por titulo. Los
criterios de exclusidn, en este Ultimo proceso de eliminacion fueron: tema tratado sin interés para
el estudio, mujeres embarazadas y puerperio, mujeres con infeccidn del virus de la inmunodefi-
ciencia humana, enfermedades autoinmunes e infecciones vaginales concomitantes. Tras estos
procesos quedaron, respectivamente, 2243 y 1178 articulos (ver Figura 1 en Anexo 1). Posterior-
mente, se procedid a la eliminacién por contenido. Se eliminaron 11 por ser libros, 10 por estar
escritos en otro idioma distinto del inglés y no tener traduccidn disponible y 22 no estaban dispo-
nibles. Posteriormente, se eliminaron aquellos articulos anteriores al 2010.

Se realizdé una nueva busqueda en marzo 2017 (ver Figura 2 en Anexo 1) con el fin de
completar el apartado de nuevas lineas de investigacidn, asi como el papel de la inmunohistoqui-
mica en la progresion y prondstico de las lesiones intraepiteliales del cérvix.

De esta busqueda surgieron 4579 nuevos articulos en Pubmed, de los cuales, tras eliminar
aquellos que no habian sido publicados en los ultimos 5 aiflos quedaron 992. Se revisaron articulos
publicados a partir del afo 2015, un total de 104. Tras excluir por titulo, no disponibilidad y tema
quedaron 22, de los cuales 9 fueron utilizados.
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ANALISIS ESTADISTICO

CITOLOGIA VS ADN VIRUS

El andlisis estadistico se llevd a cabo con Review Manager 5.3. Se encontraron en total 8
articulos que evaluaban a la vez y de forma comparativa los resultados de la citologia (convencio-
nal o en medio liquido) y la deteccién del ADN viral (HC2 en su mayoria salvo Agorastos et al.2016,
que utilizaba Cobas 4800 y Wojciech et al. 2012 que utilizaba Roche Cobas), comparando ambas
pruebas con la biopsia. A partir de la proporcion de falsos positivos y negativos y verdaderos po-
sitivos y negativos, se calcularon la sensibilidad y la especificidad de las pruebas como media e
intervalo de confianza. Una vez obtenidas, se utilizd una calculadora Excel para convertir los datos
dados en media e intervalo de confianza en media y desviacion estdndar y, asi, calcular la dife-
rencia de medias y el valor de p estadistico y evaluar si existian o no diferencias significativas en
sensibilidad y especificidad entre ambas pruebas.

Para calcular la diferencia de medias era necesario un tamano muestral. En el caso de la
sensibilidad se utilizé como muestra (“Total” en los forest plots) la suma de VP y FN, asi como
para la especificidad la suma de VN y FP.

CCVS CBL

Se encontraron 3 articulos (Tabla 3) que comparaban los resultados de cribado obtenidos
con CC y CBL en relacién a un control con biopsia dirigida. De la misma manera que en el caso
anterior, se calcularon la sensibilidad y especificidad de cada prueba a partir de los falsos positivos
y negativos y verdaderos positivos y negativos para, posteriormente, convertir los resultados en
media y desviacion estandar y hacer la diferencia de medias y los forest plots.

BIOPSIA VS. CONIZACION

Se encontraron un total de 2 articulos que comparaban los resultados obtenidos en biop-
sia por colposcopia dirigida con piezas de conizacidn, utilizadas en el estudio como control (sin
falsos negativos ni positivos). El procedimiento llevado a cabo fue idéntico al descrito en el primer
apartado. Lo que se pretendia evaluar en este caso no era tanto si existian o no diferencias en la
sensibilidad y especificidad de las pruebas, sino conocer su correlacién.
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RESULTADOS

Como ya se ha mencionado anteriormente, el protocolo actual consiste en la deteccidn
de VPH en mujeres mayores de 30 afios relegando la citologia a la comprobacidn de resultados
de los tests virales y pruebas posteriores o para el cribado de mujeres menores de 30 afios, en las
que la infeccién sin enfermedad existe con mas frecuencia (infeccidn transitoria, portadoras o
infeccidén sin patologia) y los test de VPH darian muchos falsos positivos. Para la evaluacién de la
sensibilidad y especificidad de las pruebas de cribado, se llevé a cabo una seleccién de articulos
que incluian ambas pruebas y sus resultados (ver Tablas 1y 2). Una vez distribuidos, se calcularon
sensibilidad y especificidad de cada uno segun los objetivos (CIN 2/ CIN 3)y las caracteristicas de
las pruebas. A continuacion, se compararon ambas pruebas en busca de significacidén estadistica
obteniendo los siguientes resultados:

Primer autor VPcitol. FPcitol. FNcitol. VNcitol. VPvpH FPvpH FNvpH VNvpH
Agorastos T?% 13 18 14 45 27 49 0 14
CIN 2

9 18 5 45 14 49 0 14
CIN3
Alaghehbandan 100 14 61 302 348 324 12 282
R(26)
CIN 2
Blatt AJ?7) 9966 175664 972 65173 10443 177488 453 64172
CIN 2
N3 3124 175664 230 65173 3225 177488 140 64172
Mahmud SM2® 1 8 2 441 5 49 1 401
CIN 2
Nijhawan R? 10 1 2 18 23 17 7 41
CIN 2/3
Rodriguez-Man- 128 51 3 14 166 56 5 24
fredi A0
CIN 2
Song SHBY 4 3 2 28 11 44 1 22
CIN 2
N3 16 3 0 28 21 44 0 22
Wojciech RG? 26 8 20 51 107 140 10 69

Tabla 1. VP,..: verdaderos positivos citologia; FPtol.: falsos positivos citologia; FNitl.: falsos negativos citologia; VNq;.
tol.: verdaderos negativos citologia; VPyeu: verdaderos positivos test VPH; FPypn.: falsos positivos test VPH; FNypy: falsos
negativos test VPH; VNypn.: verdaderos negativos test VPH.
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Primer autor

Agorastos T (25

Alaghehbandan
R(26)

Blatt AJ?7

Mahmud SM28)

Nijhawan R1?°)
Rodriguez-Man-
fredi AGY

Song SHBY

Wojciech R?

2015

2013

2015

2012

2010
2013

2012

2012

Técnica ci-
toldgica

CBL

CcC

CBL

CcC

cC
CBL

CBL

CcC

Test VPH

Cobas
HPV test

HC2

HC2

HC2

HC2
HC2

HC2

Roche
Cobas

Objetivo
diagndstico

CIN 2

CIN3

> CIN 2

CIN2+

CIN 3 +

2CIN 2

CIN 2-3
CIN 2-3

CIN 2

CIN 3/CIS

CIN 2 +

Muestra
control

Biopsia

Biopsia

Biopsia

Biopsia

Biopsia
Pieza de
conizacién

Biopsia

Biopsia

S citologia[IC 95%]

0.48 [0.29,0.68]

0.64 [0.35,0.87]

0.62 [0.54,0.70]

0.91[0.91, 0.92]
0.93[0.92, 0.94]

0.33[0.01,0.91]

0.83[0.52, 0.98]
0.98 [0.93,1.00]

0.67 [0.22,0.96]

1.00 [0.79,1.00]

0.57 [0.41,0.71]

E citologia[IC 95%)]

0.71[0.59,0.82]

0.71[0.59,0.82]

0.95[0.92,0.97]

0.271[0.27,0.27]
0.271[0.27, 0.27]

0.980[0.97,0.99]

0.95 [0.74, 1.00]
0.22[0.12,0.33]

0.90[0.74,0.98]

0.90 [0.74,0.98]

0.86 [0.75,0.94]

S ADN[IC 95%]

1.00 [0.87, 1.00]

1.00[0.77, 1.00]

0.97 [0.94, 0.98]

0.96 [0.95, 0.96]
0.96 [0.95, 0.96]

0.83[0.36, 1.00]

0.77 [0.58, 0.90]
0.97 [0.93, 0.99]

0.92 [0.62, 1.00]

1.00 [0.84, 1.00]

0.91 [0.85, 0.96]

E ADN[IC 95%]

0.22 [0.13, 0.34]

0.22[0.13, 0.34]

0.47 [0.43, 0.51]

0.265 [0.26, 0.27]
0.265 [0.26, 0.27]

0.89[0.86, 0.92]

0.71[0.57, 0.82]
0.22 [0.15, 0.31]

0.33[0.22, 0.46]

0.33[0.22, 0.46]

0.33[0.27, 0.40]

Tabla 2. Caracteristicas de los estudios incluidos en la comparacidn citologia vs test ADN viral con los datos de sensibilidad y especificidad correspondientes. S: sensibilidad; E: especificidad; IC:

intervalo de confianza.
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CITOLOGIA Y DETECCION DE ADN VIRALCIN2 0 CIN 2 +

Sensibilidad
HC2 Citologia Mean Difference Mean Difference

Study or Subgroup Mean SD _ Total Mean SD  Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Agorastos 2016 1 0.328626 27 048 0480299 27 11.9% 0.52[0.30,0.74] -
Alaghehbandan 2013 0897  0.28944 360 062 0513993 161 17.0% 0.35[0.27, 0.43] -
Elatt 2015 0.96 0532522 10896 0911 0053355 10938 184% 0.05[0.04, 0.06] "
Mahmud 2012 0.83 0.44786 B 033 012882 3 B.8% 0.50[0.11, 0.89] —
Mijhawean 2010 0.77 0408529 30 0.83 0487905 12 82% -006[0.39, 0.27] T
Rodriguez 2013 0.97 0264976 171 088 0289265 131 17.6% -0.01 [F0.07, 0.04] b
Song SH 2011 0.92 0472166 12 067 0.428802 B 5.9% 0.25[-0.18, 0.68] T
Wajciech 2012 0.91 0327674 117 057 0538787 46 14.0% 0.34[017,0.51] -
Total (95% CI) 11619 11324 100.0% 0.22 [0.09, 0.35] L
Heterogeneity: Tau®=0.02; Chi®= 86.59, df=7 (P = 0.00001), F= 92% 51 b 15 é
Testfar overall effect. 2= 3.39 (P = 0.0007) Citologia HC2

Figura 2. Forest plot para la sensibilidad tomando la diferencia de medias y la desviacién estdndar como datos

originales, ponderando por la inversa de la varianza y tomando un modelo randomizado.

Especificidad

Citologia HC2 Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean sD Total Mean sD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Agorastos 2016 071 047648 B3 022 035736 B3 123% 0.49[0.34, 0.64] -
Alaghehbandan 2013 0.96 0271047 A6 047 05013593 BOE  13.5% 0.49[0.44, 0.54] -
Elatt 2015 0.271 0250387 240837 027 2508142 241660 13.7% 0.00 [F0.01, 0.01]
Mahmud 2012 0.98 010782 449 0.89 0.323823 450 13.7% 0.09 [0.06, 0.12] -
Mijhawan 2010 0.95 0330816 12 071 0532448 a8 105% 0.24 [0.01, 0.47] ———
Rodriguez 2013 0.22 0.403571 65 0.3 0445359 a0 12.4% -0.08 [-0.22, 0.08] T
Song SH 2011 04 04362 3 033 0447462 BE  11.4% 0.57 [0.38, 0.76] —_—
‘Waojciech 2012 0.86 0422101 89 033 0439989 209 126% 0.53[0.41, 0.65] —_
Total (95% CI) 241832 243192 100.0% 0.29 [0.13, 0.44] -

Heterogeneity: Tau®= 0.05; Chi*= 510.83, df= 7 (F = 0.00001); F= 99% + e : DIS 1
Testfor overall effect 2= 3.63 (P = 0.0003) . HC2 Citologl’é

Figura 3. Forest plot para la especificidad tomando la diferencia de medias y la desviacidn estdndar como datos
originales, ponderando por la inversa de la varianza y tomando un modelo randomizado.

Como se observa en los forest plots, las pruebas de ADN tienen una sensibilidad superior
a la citologia de forma estadisticamente significativa (p=0.0007), mientras que, la diferencia de
especificidades, presenta significancia estadistica a favor del uso de la citologia (p=0.0003). Esto
explicaria y justificaria el uso de las pruebas de deteccidn viral como primera linea de cribado en
la poblacion general y la preferencia de la citologia cuando estas poblaciones tienen una preva-
lencia muy alta de infeccidn por VPH (donde los test virales darian muchos falsos positivos).

Puesto que algunos articulos utilizaron CCy otros CBL, se hizo un subanlisis y se compa-
raron de forma independiente las dos citologias con la captura de hibridos. Los resultados del
subanidlisis muestran que las pruebas de ADN son mas sensibles de forma estadisticamente sig-
nificativa (p<0.0001) cuando se comparan con la CC, mientras que, cuando HC2 se compara con
la CBL, la diferencia de sensibilidad es marginalmente significativa, con un valor de p=0.05 (véase
Figura 4).

De la misma manera, se procedio a estudiar por separado la especificidad de laCCy de la
CBL y se comparé individualmente con la de HC2. En este caso y como se puede observar en la
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Figura 5 se encontraron diferencias estadisticamente significativas a favor del uso de la CC

(p=0.02) pero no para el uso de la CBL (p=0.10).

HC2 Citologia Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean 5D Total Mean 5D Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
131 CCvsHC2
Alaghehbandan 2013 0897  0.28944 360 062 0513993 161 17.0% 0.35[0.27,0.43] -
Mahmud 2012 0.83 044786 6 033 012882 3 BB% 0.501[0.11, 0.89] —_—
Mijhawan 2010 0.77 0508829 30 0.83 04875905 12 8.2% -0.06 [F0.39, 0.27] T
‘Wojciech 2012 0.91 0327674 117 057 0538787 46 14.0% 0.34[017, 0.51] -
Subtotal (95% Cl) 513 222 46.2% 0.31 [0.16, 0.45] L
Heterageneity: Tau®=0.01; Chi®*=6.30, df= 3 (P=010); F=52%
Testfar overall effect Z=4.15 (P = 0.0001}
1.3.2 CBL vs HC2
Agorastos 2016 1 0.328626 27 048 0480299 27 11.9% 0.52[0.30,0.74] -
Elatt 2015 0.96 0532522 10896 0911 0053355 10938 184% 0.05[0.04, 0.06] "
Rodriguez 2013 0.97 0264976 171 088 0289265 131 17.6% -0.01 [F0.07, 0.04] b
Song SH 2011 0.92 0472166 12 067 0.428802 B 5.9% 0.25[-0.18, 0.68] T
Subtotal {95% CI) 11106 11102 53.8% 0.12 [0.00, 0.24] [ 2
Heterogeneity: Tau®=0.01; Chi®=21.82, df= 3 (P = 0.0001); F= 86%
Test for overall effect: £=1.98 (P =0.05)
Total (95% CI) 11619 11324 100.0% 0.22 [0.09, 0.35] L
Heterogeneity: Tau®=0.02; Chi®= 86.59, df=7 (F = 0.00001), F= 92% 12 i1 b 1i é
Testfar overall effect. 2= 3.39 (P = 0.0007) Citologia HC2

Testfar subaraup differences: Chi*= 3.78, df=1 (P =0.08), F=73.4%

Figura 4. Forest plot para el estudio de la sensibilidad separando la CCy de la CBL y comparandolas con HC2.

Citologia HC2 Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean 5D Total Mean 5D Total Weight IV, Random, 95% Cl IV, Random, 95% Cl
211 CCvsHC2
Alaghehbandan 2013 0.96 0.271047 316 047 0501393 G606 13.5% 0.49[0.44, 0.54] -
Mahmud 2012 0.98 010782 449 0.89 0.323823 450 13.7% 0.09 [0.06, 0.12] -
Mijhawan 2010 0.95 0.330516 12 071 0532448 58 10.5% 0.24[0.01,0.47] —
Wajciech 2012 0.86 0422101 59 0.33 0439989 209 126% 0.53[0.41, 0.65] —
Subtotal {95% CI) 836 1323 50.3% 0.34 [0.07, 0.61] .
Heterogeneity: Tau®= 0.07; Chi*= 202.27, df= 3 (F = 0.00001); F= 99%
Testfor overall effect 2= 243 {P=002)
2.1.2CBLvs HC2
Agorastos 2016 071 0.47648 63 022 035736 63 122% 0.49[0.34, 0.64] —
Blatt 2015 0.271 0.250387 240837 027 2508142 241660 137% 0.00 F0.01, 0.01]
Rodriguez 2013 0.22 0.403571 65 0.3 0448359 80 124%  -0.08[-0.22,0.06] —
Song 5H 2011 0.4 0.4362 31 0.33 0447462 66 11.4% 0.57 [0.38, 0.76] e
Subtotal {95% CI) 240996 241869  49.7% 0.24 [-0.05, 0.52] -
Heterogeneity: Tau= 0.08; Chi*= 78.61, df= 3 (P = 0.00001}); F= 96%
Testfor overall effect Z=1.64 (P=010)
Total {95% Cl) 241832 243192 100.0% 0.29 [0.13, 0.44] e -
Heterogeneity: Tau®= 0.05; Chi*= 510.83, df= 7 (F = 0.00001); F= 99% 51 -DI 5 b DIS 15
Testfor overall effect 2= 3.63 (P = 0.0003) HC2 Citologia

Testfor subgroup differences: Chi®=0.26, df=1 (P = 0.61), F=0%

Figura 5. Forest plot para el estudio de la especificidad separando la CC y de la CBL y comparandolas con HC2.

CBLy DETECCION ADN VIRAL PARA CIN 3

Sensibilidad
ADN CBL Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup  Mean 5D Total Mean 5D Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Agorastos 2016 1 0398349 14 064 0502266 14 147% 0.36 [0.02, 0.70] ———————*+
Elatt 2015 0.96 0.295861 3365 093 0295377 3354 623% 0.03[0.02, 0.04] [ 3
Song 8H 2011 1 0.3515 21 1 0.3541 16 23.0% 0.00[0.24,0.24]
Total (95% Cl) 3400 3384 100.0% 0.07 [-0.08, 0.22] —-’—
, } ,

Heterogeneity: Tau*=0.01; Chi*= 376, df =2 {P=0148); P= 47%
Test for averall effect: Z=0.95 (P =0.34)

Figura 6. Forest plot para la sensibilidad de CBL vs HC2 en CIN 3 tomando la diferencia de medias y la desviacidn

-0.2

CBL ADM

estandar como datos originales, ponderando por la inversa de la varianza y tomando un modelo randomizado.
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Especificidad

CBL ADN Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup  Mean sD Total Mean sD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Agorastos 2016 071 0.47648 63 0.22 0.35736 63 331% 0.49[0.34, 0.64] —
Blatt 2015 0.271 0.250387 240837 0.265 1.25407 241660 34.6% 0.01 [0.00, 0.01]
Song 5H 2011 0.4 0.4362 31 033 044746 66 32.3% 0.57 [0.38, 0.76] ——
Total {95% CI) 240931 241789 100.0% 0.35[-0.07, 0.76]
Heterogeneity: Tau®=0.13; Chi*= 76.14, df=2 (P = 0.00001); F=97% 51 —DI 5 b DIS 15
Testfor overall effect Z=1.65 P =010} ) ADN CBL )

Figura 7. Forest plot para la especificidad de CBL vs HC2 en CIN 3 tomando la diferencia de medias y la desviacion
estandar como datos originales, ponderando por la inversa de la varianza y tomando un modelo randomizado.

En las lesiones CIN 3, la sensibilidad de la citologia aumenta y la variabilidad interobser-
vador de ésta disminuye?"). Como se puede observar en estos forest plot, en comparacién con
los de CIN 2+, el valor de en la sensibilidad es muy superior (p=0.34 frente a p=0.05 6 p<0.0001).
Estos resultados confirman la premisa de que, a medida que las lesiones aumentan en gravedad,
la concordancia diagndstica entre patélogos aumenta y la sensibilidad de las pruebas son simila-
res. Sin embargo, la especificidad de las pruebas de ADN sigue siendo un poco inferior, aunque
no significativamente, con respecto a la de la CBL.

CCY CBL

Se compararon ambas citologias entre si para valorar si esas ventajas de la CBL de las que
se hablaban al principio tenian significancia estadistica. En la Tabla 3 se recogen los datos de
sensibilidad y especificidad de ambas pruebas:

Primer autor Afio VP FP FN VN SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
[ci [ic

Jesdapatarakul 2010 8 2 10 44 0.44[0.22,0.69] 0.96 [0.85,0.99]
S33 (ce)

Jesdapatarakul 11 3 13 37 0.46 [0.26,0.67]  0.93[0.80,0.98]
S (CBL)

Karimi-Zarchi 2013 1 8 8 133 0.11 [0.00,0.48]  0.94[0.89,0.98]
M@4(cc)

Karimi-Zarchi M 6 34 3 107 0.67 [0.30,0.93] 0.76 [0.68,0.83]
(cBL)

Tanabodee J® 2015 2 3 3 39 0.40[0.05,0.85]  0.93 [0.81,0.99]
(cc)

Tanabodee J 4 0 0 45 1.00 [0.40,1.00]  1.00 [0.92,1.00]
(cBL)

Tabla 3. VP_: verdaderos positivos; FP_: falsos positivos; FN._: falsos negativos; VN: verdaderos negativos; CC: citologia
convencional; CBL: citologia en base liquida; IC: intervalo de confianza al 95%.
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Sensibilidad

cC
Mean

Mean Difference
SD Total Weight IV, Random, 95% Cl

Mean Difference
IV, Random, 95% CI

CBL
Study or Subgroup Mean 5D Total
Jesdapatarakul 5 2010 046 04736359 24
Karimi-Zarchi 2013 0.67 0481352 ]
Tanahodee J 2015 1 0.377068 4
Total (95% CI) 37

0.44 0442399 18
011 0143108 9

0.4 0112742 5

Heterogeneity: Tau®= 0.09; Chi®=8.55 df=2 P =001}, F=77%

Testfor overall effect. Z=1.90 (P = 0.08)

35.8% 0.02 [-0.26, 0.30]
334% 0.86 [0.23, 0.89] =
30.8% 0.60[0.22, 0.98] -
32 100.0% 0.38 [-0.01, 0.77]
A TR
CC CBL

Figura 8. Forest plot para la sensibilidad de CBL vs CC en CIN 2/3 tomando la diferencia de medias y la desviacion
estandar como datos originales, ponderando por la inversa de la varianza y tomando un modelo randomizado.

Especificidad
CBL Citologia Mean Difference Mean Difference

Study or Subgroup Mean 5D Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% Cl IV, Random, 95% CI
Jesdapatarakul 5 2010 0.93 0406484 40 096 0.370416 46 29.7% -0.03 [-0.20,0.14]
Karimi-Zarchi 2013 076 042334 110 0494 0300304 141 377% -018[0.27 -0.09] =
Tanahodee J 2015 1 0.266282 45 093 0.385082 42 326% 0.07 [-0.07,0.21]
Total (95% CI) 195 229 100.0%  -0.05[-0.22,0.11]
Heterogeneity: Tau®=0.02; Chi®=9.049, df=2 (P = 0.01); F=78% 52 I1 b 1!
Testfor overall effect: Z= 0.66 (P =0.51) ce CBL

Figura 9. Forest plot para la especificidad de CBL vs CC en CIN 2/3 tomando la diferencia de medias y la desviacion
estandar como datos originales, ponderando por la inversa de la varianza y tomando un modelo randomizado.

Tras el analisis estadistico, no se observaron diferencias significativas ni en la sensibilidad
ni en la especificidad de las pruebas mencionadas (p=0.06 y p=0.51, respectivamente). Sin em-
bargo, se puede observar una sensibilidad superior y con un intervalo de variabilidad mas estre-
cho (aunque sin significancia estadistica) en la CBL, lo que podria servir para justificar, junto con
el menor porcentaje de citologias indeterminadas e insatisfactorias, que se prefiera su uso en la

actualidad.

BIOPSIA Y CONIZACION

Primer autor y Lesion
afio
Kabaca C CIN 3
201418)
Biopsia CIN 2
Kabaca C 2014 CIN 3
Cono

CIN 2
Rodriguez-Man- CIN 3
fredi®®® 2013
Biopsia CIN 2
Rodriguez-Man- CIN 3
fredi®® 2013
cOno CIN 2

78

6

83

9

67

70

82

85

FP

19

40

FN

15

15

VN

12

13

20

20

39

60

SENSIBILIDAD
[ic]
0.94 [0.86,0.98]

0.67 [0.30,0.93]
1.00 [0.96,1.00]
1.00 [0.66,1.00]
0.82[0.72,0.89]
0.82[0.73,0.90]
1.00 [0.96,1.00]

1.00[0.96,1.00]

ESPECIFICIDAD
[ic]
0.67 [0.35,0.90]

0.62[0.32,0.86]
1.00 [0.74,1.00]
1.00 [0.75,1.00]
0.51 [0.35,0.68]
0.33[0.22,0.47]
1.00 [0.91,1.00]

1.00 [0.94,1.00]

Tabla 4. VP_: verdaderos positivos; FP_: falsos positivos; FN_: falsos negativos; VN: verdaderos negativos; CC: citologia
convencional; CBL: citologia en base liquida; IC: intervalo de confianza al 95%.



Para evaluar el grado de concordancia de la biopsia dirigida por colposcopia y la pieza
de conizacién se compararon, siguiendo el mismo procedimiento, la sensibilidad y la especifici-
dad de cada una de las pruebas, tomando como control la pieza de conizacion.

Citologia Biopsia Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup  Mean 5D Total Mean 5D Total Weight IV, Random, 95% Cl IV, Random, 95% CI
1.1.1 Sensibilidad CIN 2
Kabaca 2014 1 0.44232358 9 067 048135213 9 81% 0.33[-0.10, 0.78] 7
Rodriguez 2014 1 0.18544704 85  0.82 041725584 85 15.0% 0.18[0.08, 0.28] —
Subtotal {95% CI) 94 94 23.1% 0.19 [0.09, 0.28] . 2

Heterogeneity: Tau®= 0.00; Chi*= 045, df=1 (P=050); F=0%
Testfor overall effect: Z=3.88 (P =0.0001)

1.1.2 Especificidad CIN 2

Kahaca 2014 1 041370594 13 0.62 049644713 13 96% 0.38[0.03,0.73] D
Rodriguez 2014 1 023226341 60 0.33 042581624 60 146% 0.67 [0.55, 0.79] —
Subtotal (95% CI) 73 73 24.2% 0.57 [0.31, 0.84] —~—

Heterogeneity: Tau?=0.02; Chi*=2.33, df=1 (P=013); F=57%
Testfor overall effect 2= 4.20 (P = 0.0001}

1.1.3 Sensiblidad CIN 3

Kahaca 2014 1 018318702 83 0.94 036637404 83 151% 0.06 [-0.03,0.14] ™
Rodriguez 2014 1 018204649 82 0.82 045311622 a2 149% 0.18[0.07, 0.29] —
Subtotal (95% CI) 165 165 30.0% 0.12[-0.00, 0.23] o

Heterogeneity: Tau®= 0.00; Chi*=2.81, df=1 (P =0.09); F= 66%
Testfar overall effect 2=1.94 (P = 0.048)

1.1.4 Especificidad CIN 3

Kahaca 2014 1 040921058 12 0.67 050364379 12 9.3% 0.33[0.04,0.70) T
Rodriguez 2014 1 0.277E3853 39 0.1 0.49357961 39 135% 0.49[0.31, 0.67] _—
Subtotal (95% CI) 51 51 22.8% 0.46 [0.30, 0.62] e

Heterogeneity: Tau®= 0.00; Chi*=0.59, df=1 (P=0.44), F=0%
Testfar overall effect 2= 563 (P = 0.00001)

Total (95% CI) 383 383 100.0% 0.32 [0.15, 0.49] -

Heterogeneity: Tau®= 0.05; Chi*= 74.36, df= 7 (P = 0.00001); F=91% t t t j
Test for overall effect: 2= 3.61 (P = 0.0003) - )
Testfor subaroup differences: Chi*=18.62, df=3 (P = 0.0003), F=83.9%

Citologia Biopsia

Figura 10. Forest plot para evaluar el grado de concordancia de sensibilidad y especificidad de biopsia y cono en
CIN 2 y CIN 3, tomando la diferencia de medias y la desviacion estandar como datos originales, ponderando por la
inversa de la varianza y tomando un modelo randomizado.

Se acepta que la biopsia dirigida por colposcopia es el estandar de oro en el diagnéstico
de las lesiones precancerosas de cuello uterino. Sin embargo, los resultados reflejados tras el
analisis comparativo de los dos estudios muestran diferencias significativas entre ambas pruebas
(salvo en el caso de la sensibilidad para CIN 3 con p=0.05), lo que revela una baja correlacién entre
ambas. Las explicaciones que pueden darse a este respecto son las siguientes: en algunas ocasio-
nes, el Unico foco de lesién es el que se encuentra en la biopsia dirigida por colposcopia, de ma-
nera que tras su toma la lesién desaparece y el resultado de la conizacién no concuerda en abso-
luto con la muestra biopsiada; el tiempo que transcurre desde la toma de biopsia hasta la cirugia
es suficiente como para que las lesiones regresen o disminuyan en gravedad dando lugar a una
discordancia de resultados obtenidos; resulta mas sencillo reconocer las lesiones de intermedia
gravedad cuando es posible compararlas con regiones sanas o de mayor y menor grado, por este
motivo, el reconocimiento de lesiones es mas sencillo en la pieza de conizacidn que en la biopsia
aislada, pudiendo explicar, asi, esas diferencias. No es casualidad que en las lesiones de alto grado
la sensibilidad de las dos pruebas sea equivalente pues, en lesiones de mayor gravedad, la corre-
lacién entre ambas pruebas es mayor.
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VARIABILIDAD INTEROBSERVADOR

Los resultados de la variabilidad interobservador representan el grado de concordancia
diagndstica y se expresan con el indice Kappa cuyo significado se interpreta segun la Tabla 5:

Valoracié6n indice kappa A pesar de que la biopsia es el estdndar
de oro para el diagndstico de las lesiones precur-

Valores Fuerza de concordancia ; . . .. .

soras del cancer invasivo de cérvix, existe una
<0.20 Pobre derad bilidad i b d difi
0.210.40 Débil moderada variabilidad interobservador que difi-
0.41-0.60 Moderada culta el tratamiento adecuado de las lesiones
0.61-0.80 Buena premalignas. En la tabla 6 se pueden observar al-
0.81-1.00 Muy buena gunos valores del indice kappa de los estudios

encontrados disponibles en la busqueda inicial:
Tabla 51, Valores del indice kappa y su interpretacién P a

Primer autor Aiio Diagnéstico Kappa interobserador
(IC 95%)
Basu et al.*® 2013 Normal 0.32
LSIL 0.23
HSIL 0.48
Céncer 0.76
Placidi et al.’?”) 2016 Cualquier A: 0.692 (0.682-0.702)

diagnéstico B: 0.603 (0.558-0.612)
C: 0.521 (0.485-0.543)
D: 0.753 (0.739-0.757)

Stoler et al.%® 2015 Normal 0.53 (0.50-0.56)
CIN1 0.35 (0.31-0.38)
CIN 2 0.32 (0.29-0.35)
CIN3 0.64 (0.61-0.67)
Cancer 0.77 (0.71-0.84)
Cualquier 0.46 (0.43-0.48)
diagnéstico

Tabla 6. Datos de variabilidad interobservador de 3 articulos incluidos.

Los datos recogidos en la Tabla 6 demuestran que la variabilidad interobservador dismi-
nuye cuando se trata de lesiones epiteliales de alto grado, es decir, cuando existe cancer o lesio-
nes CIN 3+. Sin embargo, cuando son lesiones intermedias y susceptibles de ser o no tratadas
quirurgicamente (CIN 2/CIN2+) no hay tanta concordancia entre los patélogos como demuestran
Basu et al.®® y Stoler et al.®®. Este Ultimo, muestra una fuerza de concordancia débil para las
lesiones CIN 2 mientras que, para lesiones avanzadas, la concordancia es buena (kappa=0.64 para
CIN 3 y kappa= 0.77 para cancer).

Estos datos sugieren la necesidad de técnicas aplicadas a la histologia que permitan au-
mentar la concordancia interobservador y, de esa manera, mejorar el manejo de las lesiones in-
termedias. Desde su aparicidn, el objetivo de las técnicas inmunohistoquimicas ha sido, entre
otros, disminuir la variabilidad entre los patdlogos.
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EL PAPEL DE LA INMUNOHISTOQUIMICA EN EL PRONOSTICO Y EVOLUCION
DE LAS LESIONES PREMALIGNAS

Se sabe que la mayor parte de carcinomas de cérvix derivan de lesiones intraepiteliales
gue pueden progresar o regresar dependiendo del estado inmunitario de las pacientes, asi como
de la presencia de cofactores (tabaco, enfermedades de transmisién sexual concomitantes, em-
barazo...). En el momento actual se estan investigando patrones de inmunotincién que permitan
diferenciar entre aquellos casos que van a progresar y los que no y, de esta manera, llevar la
conducta mds apropiada con cada paciente, evitando tratamientos y seguimientos innecesarios,
ademas de mejorar el disefio de algoritmos de manejo clinico. A continuacion, se enumeran y
explican algunos de los marcadores mas relevantes y estudiados en la actualidad.

VEGFR2

Como ya es conocido, los factores proangiogénicos han sido identificados como los bio-
marcadores mas importantes en el proceso de carcinogénesis e invasion tumorales. Los estudios
realizados han demostrado que el proceso de linfoangiogénesis estd presente desde las lesiones
preneoplasicas mas iniciales y, por tanto, la expresién de estos factores podria tener importancia
en la evolucién y prondstico de las lesiones®®. De entre los receptores de la familia de factores
de crecimiento del endotelio vascular (VEGFR), el subtipo 2 es el que se ha considerado como el
mds importante en el proceso de angiogénesis tumoral. No existe consenso en relacién a su sig-
nificado, pues existen diferencias entre los distintos tipos de cancer. Asi, en pacientes con cancer
de mama la expresidon de VEGFR 2 no se correlaciona con el grado histolégico; sin embargo, en
pacientes con cancer de vejiga su ausencia se relaciona con menor probabilidad de recurrencia 'y
mayor supervivencia libre de enfermedad’. En lo que respecta al cancer de cérvix, Jach et al.
2010y Kuemmel et al. 2009 identificaron relaciones casi lineares entre su expresidn y el grado de
neoplasia intraepitelial®®, asi como correlacién con la progresién de la enfermedad. Asimismo, la

sobreexpresion e intensidad de VEGF es mayor en lesiones histopatoldgicas CIN 2 y CIN 3 en com-

paracion con los grupos CIN 169,

A pesar de que no hay evidencias claras en relacion a este marcador y la supervivencia de
las mujeres con cancer, si que se revelan asociaciones positivas con factores prondsticos tales
como metastasis a distancia o progresion libre de enfermedad (en el caso de VEGFR1) y tamafio
tumoral (en el caso de VEGFR 2)“%. Dang et al. 20179 hipotetiza sobre la posible implicacién de
VEGFR1 en la recurrencia tumoral y baja supervivencia, al tiempo que alega necesidad de mayor
investigacion en este aspecto.

54941 han encontrado diferencias en cuanto a la supervivencia en pacien-

Algunos estudio
tes que expresan VEGFR y los que no, siendo mayor en éstos ultimos, como se puede observar en
las imagenes 12 y 13.1%. A pesar de que los mecanismos moleculares de proliferacion celular y
vascularizacion inducidos por VEGFR no son del todo conocidos, la posible utilizacion de estos
receptores como dianas terapéuticas supone un avance prometedor en la terapéutica y pronds-

tico de las mujeres afectas®.
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Imagen 11149, Inmunotincién para VEGFR1 y VEGFR2. A (x200). Expresion
de VEGFR1 en el citoplasma de las células en cancer de cérvix.. B (x200).
Expresion citoplasmatica de VEGFR2 en lesiones del cervix.
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Imagen 1240, Curvas de Kaplan-Meyer. A) Se
muestra la progresion libre de enfermedad a los
tres afios (PFS = progression-free survival) en
pacientes estratificadas de acuerdo a la sobre-
expresion de VEGFR 1. B) Se muestra la super-
vivencia global (OS= overall survival) en pacien-
tes con alta y baja expresion de VEGFR 1. Tanto
en A) como en B) se observan diferencias esta-
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Imagen 13(40), Curvas de Kaplan-Meyer. A) Se
muestra la progresion libre de enfermedad a los
tres afios (PFS = progression-free survival) en
pacientes estratificadas de acuerdo a la sobre-
expresion de VEGFR 2. B) Se muestra la super-
vivencia global (OS= overall survival) en pacien-
tes con alta y baja expresion de VEGFR 2. Se
encontraron diferencias estadisticamente signi-
ficativas en la supervivencia global, no asi en la
progresion libre de enfermedad.
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ADAR1

Estudios recientes“? han demostrado que la adenosin-desaminasa dependiente de ARN
(ADAR1) se sobreexpresa en las células tumorales y juega un papel importante en la progresién
de neoplasias en varias localizaciones, asi como en el cancer de cérvix!*?, observandose una rela-
ciéon directamente proporcional en su expresion y el estadio de la enfermedad cervical. Ademas,
se ha observado una mayor supervivencia en aquellas mujeres con lesiones negativas para ADAR1
(ADAR1-) con respecto a las que presentaban positividad para este marcador (ADAR1+).

Chen et al. 2017“? demuestran diferencias significativas en cuanto a la supervivencia en
los grupos ADAR1+ y ADAR1-, a favor de este ultimo. En las curvas de supervivencia se puede
observar que al afio y a los dos afios, la supervivencia en el grupo ADAR1- es del 100% y del 93.8%
respectivamente, frente a la supervivencia del grupo ADAR1+ al aio, 82.1%, y a los dos afios
81.2% (Imagen 14). De mismo modo, encontraron diferencias significativas en cuanto a la super-
vivencia libre de enfermedad en ambos grupos (Imagen 15). Desde el punto de vista anatomopa-
tolégico, existe correlacion entre la expresion de ADAR1 vy la invasidn perineural, considerada
como un fendmeno de invasion local y metdstasis en estudios previos (Memarzadeh et al. 2003,
Horn LC et al. 2010 y Zhang G et al. 2015)“?, lo que parece indicar que este marcador esta impli-
cado en el pronéstico del carcinoma escamoso de cérvix, ademads de correlacionarse con el grado
de lesién.

Sin embargo, se requieren mds estudios al respecto para poder sacar conclusiones sobre
las consecuencias de la positividad de este marcador en el prondstico y evolucién de las lesiones
premalignas y del cancer de cérvix, asi como de su posible utilidad en el tratamiento.

Survival Functions Survival Functions
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Imagen 142, Curva de Kaplan-Me- Imagen 15(2), Curva de Kaplan-Me-
yer de supervivencia en pacientes yer de supervivencia libre de enfer-
ADARL + (verde) y — (azul) medad en pacientes ADAR1 + (verde)
y — (azul).
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CITOQUERATINAS(CK)#4)

Las citoqueratinas han sido utilizadas como biomarcadores para identificar lesiones pre-
cancerosas susceptibles de evolucionar. Esto es asi porque, al igual que ocurre con otros marca-
dores, su positividad en lesiones de bajo grado o CIN 1 sugieren una mayor probabilidad de pro-
gresidon a CIN 3 frente aquellas que son negativas. El epitelio normal escamocolumnar es muy
susceptible a la infeccién por VPH y posterior transformacidn neoplasica, siendo algunas citoque-
ratinas marcadores precoces de esta infeccidn, aunque también se expresan en la mayor parte
de pacientes con neoplasia intraepitelial y carcinoma. Lee et al. 2017"® encontraron que tanto la
citoqueratina 7 como la 19 (CK7/CK19) se expresaban en las lesiones CIN 3 en el 100% de los
casos, mientras que en el carcinoma escamoso se expresaron en un 66% y 100%, respectiva-
mente. Todavia es desconocido el mecanismo de accion de CK7 y la participaciéon de CK19 en el
cancer cervical VPH+, sin embargo, se ha observado que en las lesiones CIN 1, CK7 aparece posi-
tivizada en las células mas superficiales y, conforme avanza gradualmente la lesién, se convierte
en una expresion basal. No asi es la positividad para CK19, que comienza desde el estrato basal
hasta la superficie, al igual que p16INK4*3), Las conclusiones a este respecto apuntan que ambas
CK tendrian un papel diferente en la génesis de la neoplasia cervical: CK7 en el fenémeno de
replicacién viral (podria ser un marcador precoz de infeccidon por VPH) y CK19 en el proceso de
integracion viral como promotor de la oncoproteina E7(43),

CIN3#12 CIN3#21 CIN3#23

CK7

CK19

HPV

Imagen 16(%3), Patrones de positividad para los marcadores CK7, CK19,
pl16 y VPH AR. a) patron parcheado en las capas superficiales. b) y c)
patrdn difuso para CK7, d)patrén parcheado en las capas basales. e) y
f) patrén difuso para CK19 g) patrén difuso en todo el grosor. h) e i)
patrén difuso para p16. j) patrén episomal e intracelular de VPH. k) pa-
tron intracelular. 1) patrén difuso. CIN 3#12: ectocérvix. CIN 3#21: zona
de transformacion. CIN 3#23: epitelio de unidn.
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P16INK4

Este marcador inmunohistoquimico presenta perfiles de sensibilidad similares a los test
VPH y una mayor especificidad, sobre todo para las lesiones displasicas, ya que no se expresa en
la mayoria de lesiones reactivas (cervicitis, atrofia...)!?!). Esto le convierte en un discriminador de
las lesiones de bajo grado susceptibles de progresar y, por tanto, con necesidad de un segui-
miento y evaluacion con otras pruebas. Esta elevada sensibilidad y especificidad, ademas, es es-
pecialmente util en la deteccidn de neoplasias intraepiteliales de alto grado ocultas en muestras
de citologias atipicas o de bajo grado®. Los estudios hasta la fecha han demostrado que la ex-
presidn simultanea de los biomarcadores p16/INK4a/Ki-67 es caracteristica de células epiteliales
transformadas por VPH alto grado (VPH-AR), esta metodologia podria ser utilizada para detectar
pacientes con lesiones neopldsicas en cuello uterino, ocultas, que aun no han sido diagnosticadas
o han pasado inadvertidas'®. La tincién dual p16/ki67 en citologia tienen una sensibilidad del
100% y un VPN del 100% para CIN 3, superior a la de los test ADN virus y, por este motivo, se ha
abogado por utilizar esta tincidon dual como alternativa en el triaje de las lesiones ASC-US y LSIL.
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Imagen 17, Tincion dual para p16/NK4a/Ki-67. Contratincion con Hematoxilina de Harris. Un resultado positivo esta
representado por al menos una célula epitelial con doble inmunorreactividad: citoplasma de color marrén que indica
sobrexpresion de la proteina p16/NK4a y el nucleo rojo con expresidn del antigeno de proliferacion celular Ki-67, con
independencia de la morfologia: (A: célula metaplasica inmadura atipica y B: célula basal maligna), 40X. C: Células
metapldsicas inmaduras atipicas sin posibilidad de descartar una lesion de alto grado (ASC-H), 20X. D: Células meta-
plasicas inmaduras atipicas, 40X. E: Células intermedias discaridticas (LSIL), 40X. F: Coilocitos con positividad para
p16INK4a/Ki-67 y tres células inmaduras atipicas con intensa sobrexpresion de p16/NK4a, a nivel nuclear y citoplas-
matico (LSIL20X. G: Células intermedias atipicas de significado incierto (ASC-US), 10X. H: ASC-H, 40X. I: ASC-H 40X. En
la parte superior las flechas sefialan dos células con inmunorreactividad positiva para p16INK4a/Ki-67. El resto de las
células epiteliales son sélo reactivas ante el anticuerpo contra p16/NK4a, 40X. Resultados inmuno-negativos para tin-
cion dual p16INK4a/Ki-67 en células epiteliales del cuello uterino (J-L): J: ASC-US, 40X; K: LSIL (coilocito), 40X; L: ASC-
H, 10X.

P16INK4 Y SU PAPEL EN EL PRONOSTICO DE LAS LESIONES PREMALIGNAS

Como se ha dicho anteriormente, la variabilidad interobservador es mayor en las lesiones
de malignidad intermedia y, por este motivo, el papel de este marcador ha cobrado mucha im-
portancia dadas sus sensibilidad y especificidad para lesiones 2 CIN 2. A continuacidn, se recogen
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en la Tabla 7 los datos de sensibilidad y especificidad para la inmunotincion p16INK4 de distintos

estudios, tanto para CIN 2+ como para CIN3:

Estudio Aio Para CIN 2+ ParaCIN 3
Sensibilidad Especificidad = Sensibilidad Especificidad
(19) (10) (10) (1)
Benczik et al.*y 2015 75.5% (67- 68.1% (62.6- - -
81.1) 73)
Benevolo et al.? 2010 96% 66% - -
Bergueronetal.*® | 2014 88% (80-94)  61%(57-64) | 91%(77-97) | 59% (55-63)
Galgano et al.’?V 2010 87% 83% 99% 74%
Guo et al.?V 2011 79% 85% 90% 71%
Hariri y Osler et 2007 100% 72% - -
al.?u
Indarti et al.*” 2013 87.50% 95.80% - -
Klaes et al.?¥ 2002 100% 71% 100% 62%
Kong et al.?Y 2007 82% 100% - -
Ordi et al.?! 2009 99% 89% - -
Waldstrém et al.*® 2012 92%
(p16INK/ki67)
Wang et al.?V 2004 81% 95% 100% 95%

Tabla 7. Resumen de la sensibilidad y especificidad de la tincion inmunohistoquimica p16INK4 para lesiones CIN 2
y CIN 3 en diferentes estudios.

Ademas de este papel diagndstico, se ha estudiado su posible utilidad en el pronéstico
tanto de las lesiones preneoplasicas como neopldsicas. Ya en el afio 2007 y 2010, respectiva-
mente, Hariri et al. y Del Pino et al.®® analizaban el valor predictivo de la determinacién de
p16INK4 en lesiones intraepiteliales de bajo grado y en ambos trabajos las lesiones que presen-
taban negatividad tenian una minima capacidad de progresidn y sélo un pequefio porcentaje pro-
gresaron.

A pesar de que el diagndstico de carcinoma invasor se basa en criterios morfolégicos al-
gunas circunstancias pueden dificultar el diagndstico con estos criterios, con lo que las técnicas
inmunohistoquimicas pueden ser de gran utilidad en estas situaciones. Tanto la tincidn con cito-
queratinas como con p16INK4 son atiles en la confirmacion de invasidn, pues permite poner de
manifiesto focos invasivos que hayan podido pasar desapercibidos al patélogo, asi como propor-
cionar informacién acerca del prondstico de las lesiones*43),

SURVIVINA®R4

La survivina es un miembro de la familia de los inhibidores de la apoptosis que se encuen-
tra expresada en muchos canceres y su expresion se traduce en una condicidon desfavorable en la
evolucidn neoplasica. Diferentes estudios a lo largo del tiempo han publicado la expresion de este
marcador en lesiones precursoras de cancer cervical, con una variabilidad en ésta de entre el 40
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y el 100%. Fan et al. 2017 recoge datos de distintos articulos y concluye que la expresién de sur-
vivina es significativamente mayor en tejidos neoplasicos o CIN frente a tejidos normales o con
alteracion morfoldgica no neopldsica; esto es, sugiere una correlacién significativa de la expresion
de survivina y la patogénesis del cancer de cérvix. Sin embargo, al parecer, el significado de su
expresion es diferente en funcion de la etnia, asi pues, en etnia asiatica su expresion esta asociada
con un riesgo aumentado de cancer, pero no es asi en la raza caucdsica o, al menos, no ha sido
demostrada su relacién todavia. Por tanto, ante los resultados obtenidos solo se puede afirmar
que la positividad para survivina es indicativa de progresién de las lesiones CIN en la poblacion
asiatica.

Por ultimo, la expresidn de survivina si que se correlaciona con el grado tumoral y con el
estadio, siendo mds significativa en las lesiones de alto grado y canceres avanzados frente a los
estadios iniciales. Asimismo, su positividad es mas intensa en ganglios linfaticos de origen metas-
tdsico que en los no metastasicos. Estos resultados, al igual que en el caso de VEGFR, sugieren la
existencia de una posible diana terapéutica en la expresién de survivina.

OTROS MARCADORES

Ademads de los anteriormente citados, existen otros marcadores que, en los ultimos afios
y recientemente, se han investigado con el objetivo de descubrir nuevas dianas terapéuticas y
métodos diagndsticos, asi como de profundizar en el estudio de su correlacion con la superviven-
cia a largo plazo y libre de enfermedad.

Algunos ejemplos de estos avances son el aumento en la expresion de Notch-1 y ciclina
D1y lareduccion en la expresidon de Bcatenina en canceres invasivos frente a canceres localizados,
sugiere la implicacion de estas proteinas en el proceso de invasién estromal®). Lo mismo ocurre
con la ciclina dependiente de kinasa 5, que se encuentra sobreexpresada en tejidos neoplasicos,
siendo esta sobreexpresién mayor conforme aumenta el grado de malignidad®®.

De la misma manera que ocurre con la survivina, la expresidn de psoriasina (S100A7) se
correlaciona con el tipo y grado histoldgico tumoral y esta presente en los ganglios linfaticos me-
tastdsicos mas intensamente que en los no metastasicos®.

En lo que respecta al prondstico, algunos marcadores han cobrado mds importancia que
otros en los ultimos afios. Destacan los receptores de factores de crecimiento fibroblastico (FGFR)
que presentan correlacién con la expresién de ARNm viral, asi como con mejor prondstico y me-
nor agresividad®? ( sobre todo FGFR2, FGFR3 y FGFR4); y |a proteina tirosin-kinasa 6, cuya sobre-
expresion se correlaciona también con menor supervivencia®?.

NUEVAS LINEAS DE INVESTIGACION

Ademas de las técnicas inmunohistoquimicas, existen otras vertientes de investigacion
diagndsticas del cancer cervical. En Bruselas se disefid un microscopio digital holografico que,
acompafiado de un software, permite reconstruir imagenes en tres dimensiones de las células del
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epitelio cervicouterino. Desde el punto de vista tecnoldgico, el sistema consiste en un analisis de
la luz emitida por las células y la creacién de una imagen celular a partir de dicha luz (Imagenes
18y 19).

La estructura interna diferenciada de las células neoplasicas se estd utilizando para esta-
blecer criterios hologréficos en la evaluacidn y andlisis de células cervicales, asi como para averi-
guar su utilidad en el diagnéstico diferencial de CIN 1, CIN 2, CIN 3 y ASC-US.

La principal ventaja es la posibilidad de medir parametros celulares de forma mas objetiva
y automatizada, lo que podria incrementar la sensibilidad de la citologia®®®. De la misma manera,
la microscopia holografica podria disminuir la variabilidad interobservador, sobre todo en resul-
tados citolégicos ASC-US y ASC-H®4.

Los hologramas obtenidos se visualizan con microscopios potentes y analizan célula por
célula. Aunque es necesario profundizar en este proyecto y esclarecer cuales son los parametros
(para ello se requieren mas investigaciones), los datos aportados por Benzerfjeb 2016 et al.>¥
sugieren un futuro prometedor y esta técnica podria ser adecuada para la evaluacidon de muestras
citoldgicas cervicales.

Normal Abnormal
n=41 with 1333 holographic cells n=30 with 494 holographic cells

Beam Splitter ?.. — =
LASER = _ . Mirror D 2 % I A ’
Light source E \ X 9 "‘ .
y f ~a M P
Reference e
y ¢
Beam Object

Beam

Mirror —

CDD (Hologram)

Imagen 18054, Tecnologia de la microscopia holo-
grafica digital. La fuente de luz es un laser que

emite una longitud de onda de 532 nm. El laser se
divide en dos haces por un divisor de haces (beam-

. . . - Imagen 194, Ejemplos de células holograficas en la
splitter) y las diferencias en las caracteristicas en- & ) jemp ) ) g
. parte superior y sus correspondientes imagenes en tres
tre los dos haces son observadas en escalas de gri- . . o
. . dimensiones. A la izquierda se observa una muestra nor-
ses que, posteriormente, servirdn para hacer la

. e mal y a la derecha una muestra anormal.
imagen hologréfica.
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DISCUSION

El mayor hito en la historia del manejo diagndstico y terapéutico del cancer de cérvix fue
el descubrimiento de la implicacién de algunos virus del papiloma humano en la génesis y progre-
sidn de esta neoplasia. Este hecho supuso un cambio radical en la concepciéon de esta patologia 'y
permitié desarrollar nuevos protocolos de diagndstico y tratamiento, asi como medidas de pre-
vencion primaria (vacunacion). Asimismo, el desarrollo de técnicas de diagndstico molecular (de-
teccién de ADN viral) tuvo un gran impacto en los métodos de cribado poblacional ya que la pre-
sencia de VPH en el canal cervical es una causa necesaria (aunque no suficiente) en la carcinogé-
nesis de la neoplasia epitelial de cuello de utero.

Andlisis estadistico

En este trabajo se pretende justificar desde los puntos de vista estadistico y anatomopa-
tolégico el papel de la citologia y |a biopsia cervicovaginales en la deteccidn precoz de neoplasias
intraepiteliales. Los resultados obtenidos presentan una sensibilidad mayor estadisticamente sig-
nificativa (p=0.0007) en el uso de las técnicas de deteccion viral con captura de hibridos frente a
la citologia para lesiones CIN2+, mientras que para lesiones mayores (CIN 3) no existen tales dife-
rencias. Esto ultimo puede deberse a que, a medida que las lesiones aumentan en grado, la con-
cordancia interobservador en la interpretacién morfoldgica de la citologia es mayor vy, por tanto,
su sensibilidad no difiere de forma estadisticamente significativa de la de las pruebas de ADN
viral.

En lo que respecta a la especificidad, los resultados obtenidos muestran significancia es-
tadistica a favor de la citologia (p=0.0003). Estas diferencias se explican porque, desde el punto
de vista morfoldgico, puede existir infeccion por VPH y no existir lesion anatomopatoldgica aso-
ciada, como es el caso de las mujeres menores de 30 afios (en las que existe mayor prevalencia
de VPH). Por este motivo y dado que en las mujeres mas jovenes es mas frecuente la infeccién
por VPH por el mayor nimero de relaciones sexuales, si se empleara como método de cribado la
detecciéon del ADN viral, la cantidad de falsos positivos seria muy alta y clasificaria en alto riesgo
a mujeres que, de forma natural, van a eliminar el virus sin dejar ninguna lesién asociada.

En la comparacion por separado de ambas citologias con las pruebas de deteccion viral,
solo se encontraron diferencias estadisticamente significativas cuando la comparacion se hizo con
la citologia convencional (en la sensibilidad, a favor de la captura de hibridos p<0.0001 vy, en la
especificidad, a favor de la citologia p<0.02) y no para la citologia en base liquida. A pesar de estas
diferencias entre los dos tipos de citologia, no se encontraron diferencias significativas entre am-
bas (p=0.06 para la sensibilidad y p=0.51 para la especificidad). Sin embargo, la preferencia de
una sobre otra se debe a que el nimero de citologias insatisfactorias es mayor en los extendidos
convencionales*® y la CBL es mas efectiva a la hora de diagnosticar ASC ), asi como de lesiones
inespecificas y sospechosas de alto grado de malignidad (ASC-H)*3. Ademas, la CBL permite, con
la misma muestra, analizar la presencia de VPH.
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Inmunohistoquimica y concordancia diagndstica

Estan en auge las nuevas técnicas inmunohistoquimicas que, en parte, tratan de reducir
la variabilidad interobservador y aumentar la exactitud diagndstica, mejorando de esta manera
el manejo de las mujeres con neoplasia epitelial de medio y alto grado y clasificdndolas en funcién
de la existencia o no de riesgo de progresién. La mas utilizada y estudiada hasta el momento es
la proteina p16INK4, cuya positividad se considera factor de riesgo para la progresién y recurren-
cia de las lesiones. Ademas, presenta una sensibilidad similar a la deteccién de ADN viral y una
mayor especificidad, siendo util en el diagndstico de lesiones incipientes y pequefias y en el au-
mento del grado de concordancia diagndstica??.

Asimismo, el papel de estos biomarcadores es la constitucidon de posibles dianas terapéu-
ticas que supongan una mejoria en el tratamiento y prondstico de las lesiones, disminuyendo los
efectos secundarios de los tratamientos actuales que son menos especificos y mas agresivos (ci-
rugia y quimiorradioterapia).

Puntos fuertes y débiles del estudio

En el analisis de los resultados estadisticos obtenidos hay que tener en cuenta algunas
limitaciones y puntos fuertes del estudio. En primer lugar, los estudios que aportaban directa-
mente la sensibilidad y la especificidad de las pruebas fueron descartados, evitando que el mé-
todo de calculo y la muestra para hacer los forest plot fuese diferente a las calculadas y pudiera
interferir en la exactitud de los resultados finales. En segundo lugar, como se observa en los forest
plot, la heterogeneidad de los estudios es considerable y, para tenerla en cuenta durante el ana-
lisis y disminuir los sesgos, se utilizé el modelo de analisis randomizado (random effects). Con este
método se pretende disminuir la heterogeneidad que pudiera existir entre los distintos estudios.
En tercer lugar, a pesar de que dos de los ocho estudios utilizaban un método de deteccién viral
diferente de la captura de hibridos, se piensa que esto no ha interferido en los resultados finales
pues, cuando se eliminaban de los forest plots las diferencias seguian siendo estadisticamente
significativas.

Por otro lado, en la comparacion de biopsia y pieza de conizacidn se considerd esta ultima
como control, de manera que se obviaron posibles falsos negativos y positivos. Sin embargo, lo
importante de esto no es tanto si existen o no diferencias significativas sino la concordancia de
ambas piezas de biopsia que, dados los resultados, se puede concluir que en muchos casos no es

r1424) Esta concordancia media, se explica por aspectos de tempo-

tan buena como cabria espera
ralidad (tiempo que pasa desde el diagndstico por biopsia hasta el tratamiento) y porque la toma

de biopsia puede suponer en si mismo la escision completa de todos los focos lesionales.

En lo que respecta a las técnicas inmunohistoquimicas, se hizo una seleccién de las mas
actuales y mas utilizadas, dejando muchas sin mencionar, pues constituyen una larga lista con
tendencia a aumentar. Ademas, se requieren mas estudios y cohortes mayores que permitan es-
tablecer unos criterios diagndsticos especificos y determinar los limites de normalidad, asi como
el grado de positividad para los marcadores que constituye en si mismo un alto riesgo de progre-
sién, recurrencia y persistencia de enfermedad.
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CONCLUSIONES

La incorporacién al cribado de los tests virales, ha supuesto una mayor deteccién de casos
por su sensibilidad significativamente superior. Aun asi, el diagnéstico de confirmacién por biop-
sia (estandar de oro) todavia esta sujeto a una importante variabilidad interobservador que in-
fluye directamente en la exactitud diagndstica y en la realizacién de seguimiento a mujeres que
no lo requieren. Con todo lo anterior, las conclusiones extraidas del trabajo han de ser evaluadas
atendiendo a los limites citados en la discusion:

e La sensibilidad de las pruebas de ADN viral con HC2 es superior a la citologia de forma
estadisticamente significativa para detectar lesiones CIN 2/2+, con lo que queda justifi-
cado su uso como primera linea de cribado.

e Cuando lascitologias se estudian por separado, la sensibilidad de las pruebas de ADN viral
con HC2 es superior a la CC de forma estadisticamente significativa para detectar lesiones
CIN 2/2+ y es mayor que la CBL en la deteccidn de CIN 2/CIN 3 (aunque sin significancia
estadistica).

e La especificidad de la citologia es superior a las pruebas de ADN con HC2 de forma esta-
disticamente significativa para detectar lesiones CIN 2/2+, por lo que se usa en el cribado
en mujeres menores de 30 afios en las que la prevalencia de infeccidn por VPH es mayor
y como prueba de confirmacién.

¢ No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas ni en la sensibilidad ni
en la especificidad de la CBL frente a la CC, sin embargo, la CBL presenta menor porcen-
taje de citologias insatisfactorias que la CC y permite la deteccidn del virus.

e lavariabilidad interobservador es menor en los extremos diagndsticos (normalidad y CIN
3/cancer in situ) y existe una posibilidad de disminuirla con los biomarcadores y la inmu-
notincion.

e La inmunohistoquimica supone un futuro prometedor en el diagndstico y prediccidon de
progresion de las lesiones preneoplasicas y recidiva tumoral, asi como en la constitucidon
de dianas terapéuticas que mejoren el tratamiento de las mujeres afectadas.
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ANEXO 1

Primera busqueda realizada en enero de 2017:

(Biopsy OR colposcopy OR cervical conization OR conization) AND (Pap OR Papanicolaou* OR
pap smear OR cervical smear) AND (squamous intraepithelial lesion* OR cervical dysplasia OR
cervix dysplasia OR LSIL OR HSIL OR atypical squamous cells of cervix OR ASC-H OR ASC-US OR
cervical intraepithelial neoplasia OR CIN | OR CIN Il OR CIN Ill OR histopathology OR cytohisto-
logical) AND (correlation OR comparison)
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Figura 2

Segunda busqueda realizada en marzo de 2017:

(p16INK OR immunohistochemistry OR survivin OR ADAR1) AND (cervical neoplasm OR

premalignant cervical lesion)
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