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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

1.1.1. Epidemiologia del cancer de cérvix

El cancer de cérvix (CC) es la tercera neoplasia mas frecuente en mujeres a nivel mundiall.
En Europa, se estima que ocurren aproximadamente 34 000 casos nuevos y 13 000
muertes por esta enfermedad anualmente?, con unas cifras aproximadas en Espafia de
2511 casos nuevos y 848 muertes al afio!. En Navarra, su incidencia es mas baja que en

el resto de Espafia, con una tasa de incidencia ajustada de 3,8 X 100 000 habitantes/afo3.

A pesar de su baja incidencia en nuestro pafs, el CC tiene una especial relevancia e interés
en el ambito de la salud publica, dado su caracter prevenible, siendo posible reducir su

incidencia y mortalidad de forma importante.

1.1.2. Factores de riesgo

Actualmente, los factores de riesgo reconocidos para el desarrollo de CC, segun datos del

TCGA (The Cancer Genome Atlas Program) son los siguientes:

o Elvirus de papiloma humano (1’PH): implicado como el agente infeccioso etiologico
primario de la practica totalidad de los casos de CC.

o Inmunosupresion: se asocia a un incremento del riesgo de CC.

o niio de la actividad sexual a temprana edad y tener un alto nimero de parejas sexuales:
ambos se asocian a un incremento de riesgo de infecciéon por el VPH vy, en
consecuencia, con el potencial desarrollo de CC.

o Alta paridad, uso de anticonceptivos orales durante largos periodos de tiempo y exposicion al
tabaco (activa o pasiva): todos estos se asocian a un incremento de riesgo para el
desarrollo de CC, en mujeres infectadas por el VPH.

o Exposicion a diethylstilbestrol (DES): se asocia a un incremento de riesgo para el

desarrollo de adenocarcinoma de células claras de cérvix.

1.1.3. Generalidades de la infeccion por el VPH

La evidencia cientifica existente, acerca de la fuerte implicaciéon del VPH en el CC y en
sus lesiones precursoras (LP), es amplia y solida, sefialandose que esta infeccién es un
factor necesario, pero no suficiente para su desarrollo, existiendo otros eventos

adicionales que condicionan el proceso evolutivo de la enfermedad®.
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La mayor incidencia de infecciéon por el VPH ocurre durante la adolescencia tardia o
adultez temprana, coincidiendo con el inicio de la actividad sexual, siendo comun la
presencia de infecciones multiples, concurrentes y secuenciales, por diferentes tipos
oncogénicos de VPH'. A partir de los 30 afios de edad, hay una clara disminucién de su
prevalencia (al igual que de las coinfecciones), lo cual se ha atribuido al desarrollo de
respuesta inmunoldgica contra el virus, que trae como consecuencia que mas del 90 %
de estas infecciones sean fransitorias o autolimitadas, y por tanto, irrelevantes desde el

punto de vista tumoral®.¢-8.

En muchas poblaciones, existe un segundo pico en la prevalencia de la infecciéon por el
VPH, después de los 45 o 50 anos de edad, coincidiendo con la etapa perimenopausica®
7. Aunque no se conoce la causa de este hecho, se ha atribuido a dos mecanismos, que

no son mutuamente excluyentes”:

1) Reactivacion de infecciones latentes: a causa de una pérdida gradual de la inmunidad
especifica (celular y humoral) contra los tipos de VPH que causaron la infeccién inicial.
Ademas, como consecuencia del envejecimiento, existe menor produccién hormonal por
parte de los ovarios, induciendo atrofia del epitelio escamoso cervical, con pérdida de
glucégeno intracitoplasmatico, haciéndolo mas fragil y disminuyendo su capacidad

protectora, ante cualquier noxa.

2) Adguisicion de nuevas infecciones: los habitos sexuales de la poblacion han cambiado en las
ultimas décadas, lo cual puede haber modificado la exposicién al VPH, a través del

contacto con nuevas parejas sexuales en etapas mas avanzadas de la vida’.

Cuando a una mujer se le detecta el mismo tipo de VPH en dos o mas ocasiones,
usualmente con un intervalo minimo de 6 meses, se dice que tiene una infeccién
persistente. Este concepto tiene crucial relevancia, dado que el nuevo modelo de
carcinogénesis del CC esta enfocado en el factor persistencia de la infeccion por el VPH,
como un elemento fundamental para el desarrollo de CC'. Hoy en dfa se sabe que las
pacientes con infecciones por algin VPH de alto riesgo (VPH-AR) (véase mas adelante),

que no involucionan espontaneamente después de 1 o 2 afios, corren mayor riesgo de

desarrollar CCO.
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1.1.4. Aspectos moleculares del VPH y de la evolucion de la infeccion

Se trata de un virus de doble cadena de acido desoxirribonucleico (ADN) que infecta la

piel y las superficies mucosas.

Su genoma codifica dos proteinas de nucleocapside (L1 y L2) y otras proteinas (E1, E2,
E4 y E7), que permiten la replicacion del ADN viral y el ensamblaje de las particulas

viricas’.

Se han clonado mas de 130 genotipos de VPH, a partir de lesiones clinicas, y su
clasificacién esta basada en las similitudes genéticas de la secuencia de ADN de la

proteina de nucleocapside 1.

Hay aproximadamente 40 tipos de VPH que infectan el aparato genital, y algunos de ellos
han demostrado un importante potencial oncogénico (los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 73 y 82), clasificandose como VPH-AR®10. E1 VPH 16y el VPH
18 (0 ambos) causan aproximadamente el 70 % de los CC y el 50 % de sus LP°.

El ciclo vital del VPH ocurre solamente en queratinocitos en fase de diferenciacion. En
la mayorfa de los casos, la infeccion ocurre sin transformacién maligna y el ADN viral se
mantiene separado del ADN del huésped como un episoma. Por el contrario, en el
subgrupo de infecciones por VPH que progresan a transformaciéon maligna, el ADN viral
esta frecuentemente integrado en el genoma del huésped, durante la progresion de la LP

a cancer’ (ver explicacion detallada en la figura 1).

Recientemente, se ha descubierto que existen varios eventos y procesos que contribuyen
ala integraciéon del VPH, existiendo varias etapas involucradas en el desarrollo de un sitio
de integracién. El evento de integracion inicial probablemente tiene lugar en regiones
donde el ADN del virus y el del huésped estan muy cerca de las células basales
proliferantes de una lesién. Asi, el VPH toma ventaja del mecanismo de reparacién de
ADN del huésped, para replicar su propio ADN, en ciertas fases del ciclo celular. En
segundo lugar, la regién «objetivo» debe estar en una zona transcripcionalmente
competente de la cromatina del huésped, que pueda soportar la expresion de los
oncogenes virales. En la mayorfa de los casos, el ARN mensajero de E6/E7 se expresa
como una transcripcién de fusion viral-huésped, y esto requiere la presencia cercana de
un receptor de empalme celular y un sitio de poliadenilaciéon. Finalmente, es probable
que haya una modulacién epigenética del sitio de integracion (metilacion del ADN vy
modificaciones de la cromatina) que determine si el sitio de integraciéon esta activo o

silenciado. Es también probable que haya muchos eventos de integracion sin salida, que
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no sean capaces de producir suficientes oncoproteinas E6/E7 para impulsar la expansion

clonal de la célula huésped!!.

La integraciéon del genoma del VPH ha sido encontrada fundamentalmente en dos
formas, como un tnico genoma integrado y como multiples repeticiones en tandem del
genoma viral dentro del genoma celular!!. Se han propuesto varios mecanismos de
insercion y rotura para explicar el proceso a través del cual el VPH podria utilizar el
proceso de reparacion y replicacion del ADN, para insertar su genoma en el del huésped.
El modelo mas aceptado es el denominado «de bucley, estableciendo que la integracion
del VPH esta mediada por la replicacién y recombinacién del ADN, lo que puede dar
lugar a concatémeros de ADN. Esto podria conducir a la interrupciéon de genes
involucrados en la tumorigénesis, la amplificacion de oncogenes, reordenamientos inter

o intracromosémicos y/o inestabilidad genétical2.

Epitelio escamoso y Nueva l Epitelio escamoso
cervical normal » infeccién cervical infectado
e ® °®
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Figura 1. Ciclo de vida del VPH en el epitelio escamoso del cérvix

Fuente: figura extraida de Kahn (modificada y traducida al castellano)®

A través de microabrasiones, el VPH penetra la mucosa e infecta los queratinocitos

basales, produciéndose la replicaciéon del ADN viral. La inicial amplificacién del genoma
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se continuia con una fase de mantenimiento episomal. Las células basales infectadas van
ascendiendo al compartimiento suprabasal, donde se produce una amplificacion productiva
del genoma, con un elevado nimero de copias, a nivel de los estratos mas superiores. El
ensamblaje viral ocurre en las capas mas superficiales del epitelio, permitiendo la

liberacién de los viriones, que pueden infectar los tejidos adyacentes.

Desde el punto de vista de la expresion genética del virus, se sabe que la fase de la
infeccion denominada transitoria, permisiva o productiva, se caracteriza por un nivel de
expresion de E6 y E7 muy bajo en las células basales y parabasales del epitelio escamoso.
Sin embargo, la fase transformante se caracteriza por una sobreexpresion importante de los
genes E6 y E7, también en las células escamosas basales y parabasales, que se han
escapado del control regulatorio de la proteina E2, lo cual lleva a inestabilidad
cromosémica y puede dar lugar a la selecciéon de clones neoplasicos (a través de la
inactivacion de las proteinas supresoras de tumor p53 y la proteina de retinoblastoma
(pRb)?), que eventualmente pueden progresar a carcinomas invasivos® (ver figura 2).
Carcinoma de

células escamosas
(CcE)

* o
® »
4 ® oo
- .
. -
-
sl e
-J .o ® Qa
uuw'ouo‘ ul.i
EPITELIO ESCAMOSO

Infeccién transformante

Infeccidn latente

Expresién de E6/E7 y p16

Figura 2. Representacion esquematica de la evolucion de la infeccidn por el VPH con cambios
moleculares e histoldgicos

Fuente: figura extraida de Bergeron et al. (modificada y traducida al castellano)®

La sobreexpresion de los oncogenes virales E6/E7 en la infeccion transformante altera el
control del ciclo celular y puede derivar en lesiéon escamosa intraepitelial de alto grado
(HSIL) o carcinoma de células escamosas (CCE). Las infecciones #ransformantes también

se caracterizan por sobreexpresion de p16INK4a.
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1.1.5. Aspectos anatdmicos e histoldégicos del cérvix y evolucion de las LP

El cérvix es la porcion mas inferior del dtero, que sobresale en la vagina superior. Mide
2,5-3 cm de largo en la mujer nulipara adulta, y cuando esta posicionado normalmente,
tiene un angulo ligeramente hacia abajo y hacia atras. La porcion vaginal (portio vaginalis)
del cérvix, también conocida como exocérvix, esta delimitada por los fornices vaginales
anterior y posterior, y tiene una superficie eliptica convexa. En el centro del exocérvix
esta el orificio cervical externo (OCE), que tiene forma circular en las nuliparas y hendida
en las mujeres multiparas. El OCE esta conectado al istmo del canal cervical (endocérvix).
El canal cervical, a su vez, es una cavidad eliptica que mide 8 mm en su mayor diametro

y contiene crestas longitudinales de la mucosa, las plicae palmatae'.

La unién escamo-columnar (UEC) se define como el borde entre el epitelio escamoso
estratificado del exocérvix y el epitelio glandular del endocérvix. Dicha unién esta
constantemente sujeta a influencias hormonales y, en consecuencia, su ubicacién
anatomica varfa con la edad. Al nacer, la mayorfa de las mujeres tienen epitelio
endocervical en el exocérvix, debido a la exposicién intrauterina a las hormonas maternas,
pero rapidamente regresa al canal endocervical, hasta la menarquia. Durante la pubertad,
el embarazo o la terapia con progesterona, la presencia de epitelio glandular endocervical
en el exocérvix produce lo que clinicamente se conoce como eversion cervical fisiologica
o ectropion (ver figura 3). A lo largo de los afos reproductivos, el epitelio endocervical
se reemplaza continuamente por epitelio escamoso metaplasico, debido a la exposicion
del ectropion al pH acido de la vagina y otros factores ambientales. El grado de ectropion
disminuye con el aumento de la edad y el tiempo desde el inicio de la actividad sexual.
Durante la menopausia, la zona de transformacion retrocede hacia el canal endocervical,
y en las mujeres posmenopausicas puede ubicarse completamente dentro del canal
endocervical. Por lo tanto, la zona de transformacion (ZT) es el area de remodelacién del
ectropion, que sufre una metaplasia escamosa activa y representa la region entre la UEC
original y la funcional (ver figura 4). Es importante tener en cuenta que la zona de
transformacion es un area muy dinamica, que cambia continuamente segin las influencias
hormonales y ambientales. La remodelacion del ectropion no ocurre de manera uniforme
y, de hecho, la metaplasia escamosa a menudo se encuentra en cualquier lugar dentro del
epitelio columnar endocervical, expuesto de manera irregular. Esta area es una de las mas
susceptibles a la infeccion por el VPH por varias razones, incluida una mayor
susceptibilidad a la infecciéon que presenta el borde de avance del epitelio escamoso

inmaduro!4.
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Figura 3. Imagen colposcépica del ectropion

Fuente: imagen extraida de Harmon et al.'4

La mucosa endocervical tiene una superficie irregular y rojiza, a diferencia de la superficie

lisa y rosada del epitelio escamoso nativo.

UEC original Ectropion
con con
UEC original UEC funcional

Figura 4. Representacion esquematica de la zona de transformacién (ZT)

lzquierda: esquema del exocérvix cubierto por epitelio escamoso nativo. La UEC estd en el OCE. Centro:
representa ectropion cervical, con UEC ubicada en el exocérvix, por debajo del OCE. Derecha: representa
areas de ectropién, que han sido cubiertas por epitelio escamoso metaplasico. Esta area es la ZT cervical.
La UEC nueva o funcional de la ZT estd en el OCE.
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La progresion de la infeccion por el VPH a CC esta acompafiada por una secuencia de
cambios histologicos en el epitelio escamoso cervical, que se han definido como neoplasia
intraepitelial cervical (NIC), considerandose como LP del carcinoma de células

escamosas (CCE).
La NIC se clasifica en tres grados (ver figura 5):

« En la NIC grado 1 (NIC1): existe displasia leve con presencia de distorsion
arquitectural y atipia citolégica en el tercio inferior del epitelio cervical.

« Enla NIC grado 2 (NIC2): la displasia es moderada con alteraciones citolégicas
que abatcan los 2/3 inferiores del epitelio cetvical.

« Enla NIC grado 3 (NIC3): la displasia es severa, con alteraciones citoldgicas que
alcanzan el tercio superior del epitelio cervical, conservandose algo de
maduracién en superficie (con células orientadas horizontalmente y algunos

nucleos picnoticos).

Sk

N

Figura 5. Microfotografias de la secuencia de cambios histoldgicos en el epitelio escamoso
cervical

a) NIC 1: se observa distorsion arquitectural leve, restringida al tercio inferior del epitelio escamoso, con
atipia citoldgica y alguna mitosis suprabasal (H-E 4X); b) NIC 2: alteraciones que incluyen los 2/3 inferiores
del epitelio escamoso e imagenes de mitosis atipicas que respetan los estratos mas superiores (H-E 10X);
c) NIC 3: las alteraciones alcanzan el tercio superior del epitelio. Los nucleos se orientan de forma
perpendicular a la membrana basal epitelial y son hipercromaticos (H-E 10X).

Los datos acerca de la historia natural de la enfermedad indican que entre el 70 % vy el
90 % de las NIC1 involucionan espontaneamente. En contraste, las tasas de persistencia
o progresion hacia CC, entre las NIC2 y NIC3, se han estimado entre el 57 % y el 70 %,

respectivamente’.

Por este motivo, en la actualidad, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) se basa en

un sistema de dos niveles para separar las LP escamosas!>:

o Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado (LSIL): definida como una lesion
escamosa intraepitelial, que representa la manifestacion clinica y morfologica de

una infeccion por el VPH productiva, conllevando bajo riesgo de tener un CCE o

10
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desarrollarlo en el futuro. Se incluyen dentro de esta categoria la NIC1 y
cualquiera de los siguientes términos: displasia escamosa leve, condiloma, atipia
coilocitica y coilocitosis.

o Lesion escamosa intraepitelial de alto grado (HSIL): se define como una lesion
escamosa intraepitelial que conlleva un riesgo significativo para desarrollar un CC,
si no es tratada. Se incluyen dentro de esta categorfa la NIC2, la NIC3 y cualquiera
de los siguientes términos: displasia escamosa moderada, displasia escamosa

severa y carcinoma escamoso # situ'>.

Este sistema ha demostrado ser mucho mas reproducible y con mayor relevancia

biological®.

1.1.6. Aspectos citolégicos

En el ano 1928, el anatomista George N. Papanicolaou informé que las células malignas
del cérvix podian ser identificadas en frotis vaginales. Posteriormente, con la
colaboraciéon del ginecologo Herbert Traut, quien le proporcioné un gran nimero de
muestras clinicas, Papanicolaou publicé descripciones detalladas de lesiones cervicales
preinvasivas. Tanto los médicos patélogos como los clinicos se mostraron inicialmente
escépticos ante la técnica, pero a finales de los afios cuarenta las observaciones de
Papanicolaou fueron confirmadas por otros autores. Mas adelante, el ginec6logo J. Ernest
Ayre sugiri6 tomar muestras directamente desde el cérvix, con una espatula de madera
(en lugar de la vagina con una pipeta, tal como describi6 originalmente Papanicolaou).
Finalmente, los frotis citolégicos fueron adoptados como una prueba de deteccion ideal
para lesiones preinvasivas, que pueden tratarse, evitandose su progresion a cancer

invasivo!®,
Existen dos métodos para la valoracion de la citologfa:
1) Frotis convencional:

Los frotis convencionales se obtienen a menudo mediante la combinacién de una
espatula y un cepillo. Primero se usa la espatula, la cual se gira al menos 360°. Luego, se
inserta el cepillo en el canal endocervical y se gira suavemente. Ambas muestras se deben
extender en el portaobjetos y fijarse inmediatamente (con aerosoles a base de alcohol o
en etanol al 95 %). Se pueden colocar en rapida sucesion, en dos mitades separadas del
portaobijetos, o la muestra endocervical se puede extender sobre la muestra de la espatula,
cubriendo el portaobjetos completo. También puede utilizarse un cepillo especial

(citobrush), disefiado para el muestreo simultaneo de endocérvix y exocérvix, el cual debe

11
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girarse de tres a cinco veces, transfiriendo posteriormente la muestra al portaobjetos, con

movimientos horizontales, por cada lado del cepillo’®.
2) Citologia en base liquida (CBL):

En 1996, la Administracién de Drogas y Alimentos de Estados Unidos (FDA) aprobo

ThinPrep (Hologic, Marlborough, MA), como una alternativa al frotis convencional®.

La muestra se puede obtener con el ¢itobrush o con la combinaciéon de espatula/cepillo
endocervical. El dispositivo de muestreo utilizado debe ser sumergido en una soluciéon
conservante a base de metanol (PreservCyt). Los glébulos rojos se lisan con la solucion.
Los viales se colocan en el instrumento de ThinPrep, obteniéndose una extension delgada

de células, en un circulo de 20 mm de diametro!®.

Ambos métodos se consideran aceptables para el cribado de CC. A pesar de que varios
estudios mostraron mayor detecciéon de LSIL y HSIL citolégico con la CBL, posteriores
metaanalisis y ensayos aleatorizados prospectivos no pudieron demostrar una diferencia
significativa entre esta técnica y el frotis convencional para la deteccion de HSIL

histolégical®.

No obstante, es indudable que la CBL presenta varias ventajas sobre los frotis

convencionales, tales como:

« Permite realizar portaobjetos duplicados, e incluso preparaciones de bloques
celulares, a partir de la muestra residual.

«  Ofrece la posibilidad de obtener muestra adicional, para las pruebas de deteccion
del VPH, clamidia y gonorrea, en caso de considerarse necesario.

o Permite la utilizacién de dispositivos de cribado automatizados.

Facilita la valoracién por parte de citotécnicos y patologos!e.

La tincién universal para las preparaciones citolégicas obtenidas (a través de cualquiera
de los dos métodos) es la tincion de Papanicolaou. Para esta técnica, se utiliza la
hematoxilina de Harris, con la cual se obtiene una tincién nuclear 6ptima y la
combinacién de naranja G6 y EA 50, que le proporcionan una gama sutil de tonos verdes,

azules y rosados al citoplasma celular (ver tabla 1)17.
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Tabla 1. Formula de la tincion de Papanicolaou

Naranja G6

10 % de naranja G acuoso
Alcohol

Acido fosfotlngstico

EA 50

0,04 M verde luminoso SF
0,3 M eosina Y

Acido fosfotungstico
Alcohol

Metanol

Acido acético glacial

Con respecto a los informes citologicos, Papanicolaou ide6 un sistema numérico, que

originalmente tenfa la intencion de transmitir su grado de sospecha de cancer:

« Clase I: ausencia de células atipicas o anormales.

« Clase II: atipica, pero sin evidencia de malignidad.

« Clase III: sugestiva, pero no concluyente de malignidad.
« Clase IV: muy sugestiva de malignidad.

« Clase V: concluyente de malignidad.

Sin embargo, con el tiempo, este sistema de clases sufri6 muchas modificaciones y no se
utiliz6 de manera uniforme, siendo reemplazado en muchos laboratorios por términos

descriptivos!®.

En el ano 1989 se introdujo el sistema Bethesda, para estandarizar los informes de los
resultados de la citologia cervical e incorporar nuevos conocimientos adquiridos con el
descubrimiento del VPH. El nombre otorgado al espectro de lesiones precursoras del
CCE de cérvix fue cambiado a lesiéon escamosa intraepitelial (SIL), subdividida en dos
grados solamente: bajo (LSIL) y alto (HSIL), basado en la comprensién en evolucion de

la biologfa del VPH!®.

Al primer taller del sistema Bethesda (en 1988) le siguieron otros dos, en 1991 y 2001,
que modificaron el marco y la terminologia originales!¢. El sistema Bethesda 2001, como
sus predecesores, recomienda un formato especifico para el informe de citologia,
comenzando con una declaracién explicita sobre la idoneidad de la muestra, seguida de

una categorizacioén general y una interpretacion/resultado!618,
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Las categorias que contempla, para las células escamosas, son las siguientes:

Negativo para lesion intraepitelial o malignidad (NILM): se utiliza esta categorfa cuando
no hay evidencia de neoplasia, independientemente de si se observan, o no,
microorganismos u otros hallazgos no neoplasicos.

Células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASCUS): se trata de una «zona
gris» donde no es posible precisar si se trata de cambios celulares benignos o
lesién intraepitelial. Se define de la siguiente forma: «alteraciones citologicas
sugestivas de lesion intraepitelial, pero cuantitativa y/o cualitativamente
insuficientes para una interpretacion definitivay.

Células escamosas atipicas, no puede excluirse HSIL. (ASC-H): este término recoge
aquellos casos en los que las alteraciones celulares son bastante acusadas, pero
bien por las caracteristicas de la extension (inflamacion, hemorragia, etc.) o por la
escasez de estas células, no pueden considerarse totalmente concluyentes. Es
decir, cuando hay alteraciones no concluyentes pero muy sugestivas de HSIL.
LSIL: esta categoria se utiliza cuando se observan células escamosas, aisladas o
en grupos poco cohesivos, con citoplasma de tipo superficial, de aspecto maduro,
con nucleos agrandados (aproximadamente 3 veces mayores que el de una célula
intermedia), irregularidad de la membrana nuclear, ausencia de nucléolo y
frecuente coilocitosis y/o binucleacién.

HSIL: en esta categoria se observan células escamosas con importante aumento
de la relacién nucleo/citoplasma, cromatina de distribucién irregular,
hipercromasia nuclear y membranas nucleares de contornos irregulares.

CCE: estos frotis consisten de células francamente atipicas, que forman agregados
sincitiales, con presencia de nucléolos prominentes, cromatina irregular y fondo

necroinflamatorio!6.18,

En las figuras 6 y 7, se pueden ver imagenes microscopicas de citologfas en base liquida,

tefiidas con la tincién de Papanicolaou:
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Figura 6. Imagenes citoldgicas de distintas categorias diagndsticas

a) NILM: se pueden observar células escamosas superficiales (flecha incompleta) e intermedias (flecha
completa), de una citologia normal; b) LSIL: coilocitos clasicos y frecuente binucleacidn; ¢) HSIL: células con
importante atipia, aumento de la relacion nucleo/citoplasma e hipercromasia nuclear; d) CCE: ejemplo de
un CCE no queratinizante, con células atipicas, con cromatina irregular y nucléolos prominentes. Fuente:
imégenes extraidas de Cibas et al.1®.

Figura 7. Imagenes citologicas de distintas categorias diagndsticas (continuacion)

a) ASCUS: en este ejemplo de ASCUS, podemos observar una célula escamosa madura, con un nucleo
significativamente agrandado e hipercromatico. Células como estas, sobre todo si se observan en escaso
numero, son sugestivas, pero no diagndsticas, de una lesion escamosa intraepitelial; b) ASC-H: en este
ejemplo de ASC-H, se trata de células de metaplasia escamosa inmadura, que muestran atipia nuclear y
plantean la posibilidad de HSIL; no obstante, el grado de aumento de tamafio nuclear, hipercromasia e
irregularidad de la membrana son insuficientes para emitir un diagnostico concluyente. Fuente: imagenes
extraidas de Cibas et al.*®.
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1.1.7. Elcribado del CC

Histéricamente, el principal objetivo de la prevenciéon del CC ha sido el diagnostico
precoz de sus LP". Por tal motivo, en las ultimas décadas se ha llevado a cabo a nivel
mundial un cribado basado en la prueba de Papanicolaou (citologfa). Si bien es cierto que
con este método se ha logrado una importante disminucién en la incidencia y mortalidad
por CC en determinados paises, la interpretacion de la citologia cervical tiene una elevada
subjetividad interobservador, lo que hace que su sensibilidad sea muy variable y requiera

estrictos controles de calidad?0-22,

Las principales debilidades de la citologfa como método de cribado primario se describen

a continuacion:

« En primer lugar, los resultados dependen de que la muestra recolectada sea de
alta calidad (dependiente de la persona que realiza la toma).

« En segundo lugar, la prueba requiere la identificaciéon de cambios morfolégicos
celulares, cuya interpretacion es altamente subjetiva (dependiente del observador).

« Finalmente, es un método de deteccion particularmente repetitivo, lo que puede

conducir a un mayor nimero de errores de interpretacion??.

En un articulo publicado por Cuzick e al., 1a sensibilidad promedio de la citologia cervical
para la deteccion de NIC2 fue del 53 %, presentando una enorme variabilidad
(heterogeneidad p<0,001), desde un 18,6 % hasta un 76,7 %, segun los diferentes
estudios, con una especificidad promedio de 96,3 %?2. En otra serie estudiada por
Nkwabong e7 al., sus valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo
(VPP) y valor predictivo negativo (VPN) fueron: 55,5 %, 75 %, 88,2 % y 33,3 %,
respectivamente?>. Como consecuencia, en poblaciones con programas de cribado
eficaces, esta baja sensibilidad de la citologfa se asocia a una alta proporcion de CC, en
mujeres aparentemente cribadas adecuadamente, conllevando serias implicaciones

médicas, econémicas y legales??.

La comprension acerca de la infeccion persistente por cepas patogenas del VPH, como
causa necesaria de casi todos los CC, ha llevado al desarrollo de nuevas estrategias de
cribado, como las pruebas de deteccion de VPH-AR, que tienen una mayor sensibilidad
y valor predictivo negativo (VPN) para la deteccion de LP y CC, en comparacién con la
citologia®#?>, siendo altamente reproducibles, objetivas y faciles de realizar, supervisar y
automatizar?’>. En el estudio llevado a cabo por Cuzick e al., el nivel de sensibilidad
estimada para la deteccion de CIN2+ y CIN3+ fue del 96,1 % en general (94,2-97,4 % y

93,6-97,6 %, respectivamente). Ademas, no se observo heterogeneidad en las diferentes
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series, y dichos niveles de sensibilidad no se vieron afectados por la edad de las pacientes
(a diferencia de la citologfa cervical, cuya sensibilidad fue sustancialmente mejor en las

mujeres mayores de 50 aflos que en las mujeres mas jévenes —79,3 % vs. 59,6 %—)?2.

Se ha demostrado que estas técnicas de deteccion del VPH proporcionan, en los casos
que resultan negativos, una informacién fiable y prolongada del bajo riesgo de CC,
permitiendo la extension de los intervalos de tiempo entre las tomas de las muestras?+2°,
Sin embargo, la especificidad de las mismas es limitada®?12226. Esto se debe a la alta
frecuencia de las infecciones por el VPH, y a su resolucién espontanea en la mayoria de
los casos, sobre todo en mujeres jovenes, debido a la respuesta inmune que desarrollan
durante el curso de una infeccion®?420. Por esta razén, no deben usarse para el cribado

primario en mujeres menores de 30 afios!?>27.

Las publicaciones cientificas demuestran que los niveles de especificidad para estas
pruebas de deteccién del VPH son variables. Una prueba de heterogeneidad, realizada en
el estudio de Cuzick ef al, entre diferentes poblaciones, resulté estadisticamente
significativa (p<0,001); asi como también las pruebas de tendencia, segin los grupos de
edad (p<0,001). En general, en dicho estudio, el VPP de las pruebas de detecciéon del
VPH para CIN2+ fue del 15,5 % (14,2-16,8 %), siendo del 12,8 % (11,2-14,6 %) en
mujeres de 35 afios o mas y del 17,8 % (16,0-19,8 %) en mujeres mas jovenes?’. En una
revision sistematica y metaanalisis realizados por Mustafa e al., 1a especificidad estimada

de las mismas oscil6 entre el 56 % y el 93 %28,

Dado que las pruebas de deteccion de ADN del VPH-AR no pueden predecir qué
infecciones progresaran a CC, son necesarios otros métodos para seleccionar qué mujeres
VPH-positivas necesitaran la realizacion de una colposcopia®?-30. Para este triaje
secundario, se han estudiado algunas pruebas en los dltimos afios, tales como: citologfa,
genotipado del VPH, prueba de tinciéon dual citologica p16/ki67 (TDC p16/ki67),

metilacion del huésped, metilacién viral y proteina E6 del VPH3132,

Una de las pruebas mas prometedoras para este fin es la TDC p16/ki672430:33-36, Datos
procedentes de EEUU y de Italia sugieren que las mujeres VPH-positivas, que sean
también positivas para la TDC p16/ki67, deben derivarse a colposcopia; mientras que en
mujeres con resultado negativo para la TDC p16/ki67, podria ampliarse el intervalo del
seguimiento®’. Sin embargo, esto no esta bien establecido en las directrices europeas? y,
hasta el momento, no se han publicado en nuestro pais estudios que reflejen el

rendimiento de la TDC p16/ki67, en este contexto.
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A modo de resumen, podemos decir que existen actualmente tres opciones disponibles
para la detecciéon primaria del CC: citologfa, pruebas de deteccion de VPH-AR vy el
llamado cotest, que consiste en la realizacion de ambas pruebas®. En EEUU se acepta el
cotest como la estrategia preferida®-4, mientras que en Europa la recomendacion es la
deteccion primaria basada en el VPH (en mujeres mayores de 35 afios, en el contexto de
un programa de cribado poblacional organizado)?. Sin embargo, con respecto al triaje
secundario de las mujeres que resulten positivas al cribado primario, todavia existe

confusion sobre el mejor enfoque?!.

En Espana, los programas de cribado de CC han sido heterogéneos en las diferentes

comunidades auténomas!.

Especificamente en Navarra, ha sido de tipo oportunista, y aunque ha tenido una alta
cobertura (hasta el 73 %), esta ha sido desigual, con menor alcance en las zonas rurales*!.
Por otra parte, es importante comentar que, en esta comunidad auténoma, se inici6 el

programa de vacunacion anti-VPH en el afio 2007, en nifias de 14 afios de edad.

En el afio 2014, la Guia de cribado del Cancer de Cuello de Utero en Esparia' recomendaba
utilizar el cribado primario basado en citologia en mujeres de entre 25 y 30 afios (cada 3
aflos), y el cribado primario basado en el VPH-AR en mujeres de 30 a 65 afios de edad
(cada 5 afios). La citologfa (cada 3 afios) y el cotest (cada 5 afios) también se consideraban
opciones aceptables, de acuerdo con los recursos y la infraestructura de cada comunidad

autéonoma, al menos temporalmente! (ver figura 8).

@ 30-65 afios

I |

No cribado Citologia Prueba VPH Finalizarcribado
cada 3 anos cada 5 afios - 3citologias
negativas.
o . -2 pruebas VPHo
*CItOIOgIa *Cotest cotest negativos.
cada 3 afios cada 5 afios - No antecedente de

CIN 20 afios previos.

*Opciones aceptables, de acuerdo con los recursos y la infraestructura de cada
Comunidad Auténoma,

siempre que se cumplan los controles de calidad. La transicién a cribado con
prueba VPH deberia ser un objetivo alcanzable en el plazo de 3-5 afios para todos
los dmbitos del cribado primario de CC.

Figura 8. Esquema de cribado del CC, segtin la Guia de cribado del Céncer de Cuello de Utero en
Espafia del afio 2014

*Opciones aceptables, de acuerdo con los recursos y la infraestructura de cada comunidad auténoma,
siempre que se cumplan los controles de calidad. 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 CC.
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No obstante, recientemente (el 27 de abril de 2019), el Ministerio de Sanidad, Consumo
y Bienestar Social publico en el Boletin Oficial del Estado (cve: BOE-A-2019-6277;
verificable en <http://www.boe.es>) las modificaciones en el ctibado del CC, que se
citan textualmente a continuaciéon (ver figura 9).

«El apartado 3.3.2.3. del anexo I queda redactado de la siguiente manera:

3.3.2.3. Cribado poblacional de cancer de cérvix: con caracter general, se realizara
aplicando los siguientes criterios:

a) Poblacién objetivo: mujeres con edades comprendidas entre 25 y 65 afios.
b) Prueba primaria de cribado e intervalo entre exploraciones:
1.° Mujeres con edades comprendidas entre 25 y 34 afios: citologia cada tres afios.

2. Mujeres con edades comprendidas entre 35 y 65 afios: determinacion del
VPH-AR.

i. Si VPH-AR es negativo, repetir prueba VPH-AR a los cinco afios.

ii. Si VPH-AR es positivo, triaje con citologifa. Si la citologfa es negativa, repetir
VPH-AR al afio».

Poblacidén objetivo:
Mujeres con edades comprendidasentre 25 y 65 afios.

I I

Citologia Prueba VPH
cada 3 afios "4 \

Negativa(-)  Positiva(+)

l

Repetir a Triaje CON  wmy Negativa (-)
los 5 afos citologia l

Repetir prueba VPH al afio

Figura 9. Esquema de cribado del CC, segun el Boletin Oficial del Estado emitido el 27 de abril de
2019

Como se puede observar, de acuerdo a este nuevo programa de cribado de CC, el triaje
secundario recomendado para mujeres que resulten VPH-AR positivas es la citologfa
cervical (sola). Si dicha citologia es anormal, la paciente debe derivarse a colposcopial.

Por el contrario, si la citologia es normal, debe repetirse la prueba de VPH-AR al afio.
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En la Guia de 2014! quedaba reflejado que no existe consenso sobre cual es la mejor
opcion para las mujeres (VPH-positivas con citologfa normal), comentandose que las

estrategias con mejores resultados son:

o Prueba VPH al ano (nwel de evidencia moderado, recomendacion fuerte a favor) (es la que
finalmente se ha incorporado en el BOE de 2019).

« Estudio inmediato con técnicas moleculares, preferentemente realizado en el
material de la toma previa en medio liquido (nzvel de evidencia bajo, recomendacion fuerte
a favor), entre las cuales se incluyen: genotipado de ADN o ARN de los tipos 16
y 18 del virus, deteccion del ARNm de los genes virales E6 y E7 y la TDC
p16/ki67.

En el caso de que la prueba de VPH al afio o la técnica molecular realizada tuviesen un

resultado positivo, la recomendacion contemplada es remitir a colposcopial.

1.1.8. Prueba de tincion dual p16/ki67

La proteina p16INK4a es un inhibidor de quinasa que bloquea la fosforilacion de varias
ciclinas y contrarresta la fosforilacion e inactivacion de pRB. Su sobreexpresion

generalmente ocurre en células de organismos envejecidos®.

Desde hace algunos afios, se sabe que los altos niveles de expresion de E7 desencadenan
sefiales de estrés celular e inducen remodelacion epigenética, particularmente del locus
CDKN2A (p16INK4a/ARF), que a su vez produce una sobreexpresion sustancial de la
proteina p16INK4a, que puede ser detectada por inmunohistoquimica, y que actualmente

se reconoce como el sello distintivo de la transformacién inducida por el VPHS.

En la figura 10 se puede observar una representacién esquematica del proceso, que se

explicara de forma simplificada en los parrafos siguientes.

En las células somaticas normales, la sobreexpresion de p16INK4a da como resultado la
parada inmediata del ciclo celular y la condensaciéon irreversible de cromatina,
protegiendo a las células de dafios en su genoma, para que puedan producir proliferacion
y expansion. Las funciones inhibidoras del crecimiento de p16INK4a estan mediadas
predominantemente por su actividad quinasa dependiente de ciclina, que inhibe la
quinasa dependiente de ciclina 4 (CDK 4), que esencialmente previene la

hiperfosforilaciéon y, por lo tanto, la inactivacién de la proteina pRB.

En muchas neoplasias humanas, incluidas las de mama, pancreas, colon y melanomas, la

funcion del gen pl6INK4a se pierde por deleciones genéticas, mutaciones o
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silenciamiento epigenético®. En otros tumores, su funcion de detencién del crecimiento
puede ser abolida inactivando las sefiales inhibidoras (por ejemplo, inactivando las

funciones de pRB).

En el caso de la infeccion transformante por el VPH, los oncogenes virales E6 y E7
interfieren sustancialmente con la apoptosis y la regulaciéon del ciclo celular, no siendo
posible controlar dicho ciclo a través de la via de pRB. Especificamente, E7 separa la
pRb del factor de transcripcion E2F, promoviendo la progresion del ciclo celular, un
cambio molecular que usualmente es activado por CDK4/6. Como resultado, las células
afectadas sobreexpresan pl6 para contrarrestar la activacion irregular del ciclo celular,
pero como el E2F no es liberado a través de la acciéon de CDK4/6, sino por E7, dicha
sobreexpresion no tiene ningun efecto en la inactivacién de la proliferacién celular, por
lo cual el p16 se acumula progresivamente en el nucleo y citoplasma de las células afectas,

donde es detectado con las técnicas de inmunohistoquimica (ver figura 10).

a b

Figura 10. Representacion esquematica simplificada del mecanismo celular, en la infeccién
transformante por VPH-AR, que explica el fundamento de la expresiéon
inmunohistoquimica de p16

a) En células somaticas normales, pRb se une a E2F. Esta union bloquea la transcripcion de genes que
promueven el ciclo celulary, por tanto, la proliferacion; b) la liberacién de E2F, a través de CDK4/6, resulta
en progresion del ciclo celular, replicacién mitdtica y activacion del p16 en el cromosoma 9. Esto lleva a la
produccion de la proteina p16, que facilita la unién de pRb y E2F, llevando al freno del ciclo celular; ¢) si el
oncogen viral E7 se une a pRB, no se detiene la proliferacion y la célula prolifera constantemente. Se
acumula p16 al no poder unirse a pRb-E2F.
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Por otro lado, ki67 es un factor de proliferacion celular que no puede estar presente si el
ciclo celular ha sido bloqueado por p16. Es decir, son mutuamente excluyentes en una
célula con un ciclo celular normal. Asi, la presencia de estos dos marcadores en la misma

célula es un signo especifico de transformaciéon neoplasica®?.

La infeccion persistente por el VPH induce cambios moleculares que conllevan a una
coexpresion de ambos marcadores (p16 y ki67) en la misma célula®3436. Esto representa

el fundamento teérico de la prueba.

La TDC p16/ki67 presenta la principal ventaja de que no es necesaria la evaluacion
morfologica de las células positivas, por lo que tiene una muy buena reproducibilidad

interobservador3.

Con al menos una célula epitelial, con tincién citoplasmatica para p16 (marrén) y tincién
nuclear para ki67 (roja), se puede considerar una citologia positiva para esta

prueba?s2630,31.34 (ver figura 11).

Figura 11. Positividad para la tincién dual citologica p16/ki67

Microfotografia de una TDC p16/ki67 positiva, donde se observa un grupo celular que muestra coexpresion
de p16 (citoplasmatica, marrdn) y ki67 (nuclear, roja). En el lado izquierdo del campo se identifica una
célula escamosa superficial, con ausencia de expresion para ambos marcadores.

La mayor objetividad que proporciona la TDC p16/ki67, como prueba adicional a la
citologfa, la convierte en una opcién prometedora como método de triaje secundario para

las mujeres con resultado positivo en las pruebas de deteccién del VPH. Se ha sugerido
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que utilizando la TDC p16/ki67 se podtian reducir las derivaciones a colposcopia hasta

casi la mitad?o.

En la tabla 2 se pueden observar los resultados de sensibilidad, especificidad y valores
predictivos de la TDC p16/ki67 para la deteccion de NIC2+ en el triaje de mujeres VPH-
positivas, segun varios estudios realizados en diferentes paises?+3%-323442-44 Hxiste una
importante variabilidad entre ellos, sobre todo en cuanto a especificidad y VPP, con cifras
que oscilan entre el 21 % y el 76,9 %. En términos generales, los niveles de sensibilidad
y VPN de la prueba son mas elevados que los de especificidad y VPP, en todas las series

estudiadas.

Tabla 2. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la TDC p16/ki67 para la deteccién de
NIC2+ en el triaje de las mujeres VPH-positivas, entre las diferentes series

. Sensibilidad Especificidad
p16/ki67 VPP (95 % Cl) VPN (95 % Cl)
(95 % CI) (95 % ClI)
Ovestad et al.* 0,88 (0,79-0,94) 0,31 (0,23-0,40) 0,48 (0,40-0,56) 0,78 (0,63-0,89)

Luttmer et al.3*
Yu et al.*?

Wentzensen et
al?*

Ebisch et al.3?
Zhang et al.®?

Wright et al.*

85,5 % (80,2-90,9)
92,7 % (88,4-95,4)

83,4 % (77,1-88,6)

86 % (79-92)
91,3 % (85,9-94,8)
70,3 % (65,3-74,9)

60,0 % (54,3-65,7)
52,7 % (46,4-58,8)

58,9 % (56,2-61,6)

73 % (65-81)
76,9 % (72,3-80,8)
75,6 % (74,0-77,1)

55,9 % (49,8-62,0)
63,5 % (58,1-68,6)

21,0 % (18,1-24,3)

74 % (66-81)
62,8 % (56,5-68,8)
26,2 % (23,5-29,1)

12,5 % (7,8-17,2)?
89,0 % (82,8-93,1)

96,4 % (94,9-97,6)

86 % (78-92)
95,4 % (92,4-97,2)
95,4 % (94,4-96,2)

Abreviaturas: VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo; Cl: intervalo de confianza; 2: valor
predictivo negativo complementario (1-VPN).

En nuestro paifs no existen todavia estudios que reflejen la posible utilidad clinica de la

TDC p16/ki67, en el contexto de cribado inicial con pruebas de deteccién del VPH.

En el presente trabajo, se intenta determinar si la TDC p16/ki67 podtia ser una
herramienta util para el triaje secundario de mujeres VPH-positivas en nuestra poblacion,

pudiendo evitarse la realizacién de colposcopias innecesarias.

1.2. Estado de la cuestion y practica actual

Desde hace algunos afios, el cribado del CC a nivel mundial se encuentra en una etapa de
transicion entre los programas tradicionales basados en citologia, los programas basados

en la deteccion del VPH-AR y/o una combinacion entre ambos métodos (cotest).

En Espafa, se ha implementado recientemente el cribado primario con pruebas de

deteccion del VPH-AR, en mujeres con edades comprendidas entre 35 y 65 afios. Estas
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pruebas tienen elevado VPN vy sensibilidad, pero una especificidad limitada, dado que, en
la mayoria de las mujeres, la infeccion por el VPH se resuelve espontaneamente, sin
desarrollar enfermedad relevante. Por este motivo, se requieren métodos adicionales de
triaje secundario, para determinar qué mujeres VPH-positivas tienen mayor riesgo de

desarrollar CC, con la consecuente derivacion a colposcopia y biopsia.

La recomendacion actual en nuestro pais, para la realizacion de dicho triaje, es el estudio
citolégico convencional. No obstante, existen datos en la literatura de que la TDC
p16/ki67 es una técnica de facil realizacién, que ofrece mayor objetividad para su
interpretacion, y que promete ser una herramienta util para discernir entre las mujeres
que tienen una infeccién transitoria y las que van a desarrollar LP y/o CC, pudiéndose

reducir significativamente las derivaciones a colposcopia.

En la actualidad, no hay estudios previos realizados en Espafia que describan la posible
eficacia de la misma. Basandonos en la falta de consenso actual acerca del mejor abordaje,
nuestro trabajo pretende determinar el posible papel de la TDC p16/ki67 para este fin,

en la poblacion de Navarra.
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2. HIPOTESIS

La TDC p16/ki67 es una técnica util para el triaje secundatio en mujeres que residen en
Navarra y hayan resultado positivas al cribado primario con pruebas de deteccion del
VPH-AR, identificando a aquellas con mayor riesgo de progresion a CC y disminuyendo

las derivaciones a colposcopia y biopsia.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo principal

Determinar la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de la TDC p16/ki67 para la

deteccion de HSIL y CCE en mujeres VPH-positivas que residen en Navarra.

3.2. Objetivos secundarios

« Comparar los resultados obtenidos con la TDC p16/ki67 con los del estudio
citolégico convencional.

« Evaluar la distribucién de los hallazgos, segiin los grupos de edad previamente
definidos.

« Analizar la asociacion existente entre el diagnostico citolégico y el resultado de la
TDC p16/ki67.

« Contrastar nuestros resultados con la literatura de referencia, para determinar si
es posible establecer recomendaciones aplicables a las nuevas politicas sanitarias

de prevencion de CC en la poblacion de Navarra.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Seleccion de casos

Para la realizacién de este trabajo se seleccionaron 2970 mujeres que residen en Navarra,
a quienes se les ha realizado toma de muestras de citologfa cervical y pruebas para
determinacion de ADN de VPH-AR. Las muestras fueron recibidas en la Seccién de
Citopatologia del Complejo Hospitalario de Navarra (Sede A), entre enero del ano 2010
y diciembre del afio 2014.

Cabe destacar que la muestra seleccionada apenas representa un 4,4 % de las citologfas

recibidas en nuestro servicio, en el periodo en estudio.
Criterios de exclusion:

« Resultado negativo para la prueba de deteccion del VPH-AR.
. Citologias cetvicales con resultados de atipia de células glandulares y/o

adenocarcinoma.

Después de aplicar estos criterios, se incluyeron en el estudio, finalmente, 1945 mujeres,
con citologfa cervical valorable (excluyéndose lesiones originadas en el epitelio glandular)

y con resultado positivo para la determinacién de ADN de VPH-AR.

4.2. Recogida de informacion

La recogida de informacién se realizo en el Servicio de Anatomia Patolégica del
Complejo Hospitalario de Navarra, elaborandose una base de datos completamente
anonima a medida que se recibfan las muestras. Por cada caso se han recogido al menos

6 parametros clinico-patolégicos (ver tabla 3).
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Tabla 3. Informacion recogida en cada caso

Tipo de datos Parametros
Datos de filiacion N.2 de identificacion del caso
Datos clinicos Edad de la paciente

e Diagnosticos citoldgicos de todas las citologias
realizadas (a cada paciente):

0: sin lesion

1: ASCUS

2: LSIL

3: HSIL
Datos anatomopatoldgicos 4: CCE

e Diagnostico histoldgico de las pacientes a quienes se
les ha realizado biopsia:

0: sin lesion
1: LSIL
2: HSIL
3: CCE

Datos de seguimiento Fechas de las citologias y biopsias realizadas

TDC p16/ki67:
Datos inmunohistoquimicos 0: negativo

1: positivo

Se utilizé el sistema informatico Novopath® 5.14.13R02 del Servicio de Anatomia
Patolégica del Complejo Hospitalario de Navarra, cuando fue necesario consultar

informacién adicional.

Se consultaron también informes anatomopatolégicos de resultados de biopsias de cérvix

realizadas en Pamplona, Estella y Tudela.

4.3. Estudio citolégico

4.3.1. Fase preanalitica

La obtencion de las citologfas ginecoldgicas fue realizada de forma rutinaria, mediante la

toma exocervical-endocervical, utilizando un cepillo especial (citobrush), y luego fueron

transferidas a la solucion PreservCyt® (HologicCorp).

La primera parte de la muestra fue utilizada para el analisis en base liquida ThinPrep

(Hologic® ThinPrep Pap), con su posterior tincién con la técnica de Papanicolaou

modificada, de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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4.3.2. Fase posanalitica

Las preparaciones citologicas fueron observadas e interpretadas por citotécnicos
experimentados, siendo categorizadas de acuerdo con el sistema de clasificacion Bethesda
20014, en:

o Negativo para lesion intraepitelial o malignidad (NILM).
« Atipia escamosa de significado incierto (ASCUS).

+ Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado (LSIL).

o Lesion escamosa intraepitelial de alto grado (HSIL).

« Carcinoma de células escamosas (CCE).

Todos los frotis de citologfa anormales (ASCUS, LSIL, HSIL y CCE) fueron revisados
por citopatélogos experimentados, asi como el 10 % de citologfas con resultado normal
(NILM).

4.4. Prueba de deteccidon del VPH-AR

4.4.1. Fase preanalitica

La prueba de deteccion del VPH-AR se realizé con 2 ml residuales de la muestra liquida,
procedentes de la toma de citologfa. El método utilizado fue Cervista™ (REF: 95-438),

realizado e interpretado de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Esta es una prueba automatizada de diagndstico, cualitativa, 7z vitro, para la deteccion de
ADN de 14 tipos de VPH de alto riesgo, a saber, los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 66 y 68. Los resultados basicamente se distribuyen en tres grupos (MIX1:
51, 56, 66; MIX2: 18, 39, 45, 59, 68; y MIX3: 16, 31, 33, 35, 52, 58), no siendo posible
determinar el tipo especifico de VPH. Un resultado positivo indica que al menos uno de

los 14 tipos de alto riesgo esta presente en la muestra de ADN.

La prueba Cervista™ fue disefiada en el afio 2008 para mejorar los métodos de deteccion
de lesiones cervicales. Sus niveles descritos de sensibilidad, especificidad, VPN y VPP
pata la deteccion de HSIL/CCE entre mujeres con diagnéstico citologico de ASCUS son:
92,8 %, 44,2 %, 99,1 % y 8,3 %, respectivamente.

Esta prueba utiliza la quimica Invader®, un método de amplificaciéon de sefial para la
deteccién de secuencias especificas de acido nucleico. Este método utiliza dos tipos de
reacciones isotérmicas: una reacciéon primaria que se realiza en la secuencia de ADN diana

y una reaccion secundaria, que produce una sefial fluorescente.
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En la reaccion primaria, dos tipos de oligonucleétidos especificos de secuencia (es decir,

un oligonuclestido sonda y un oligonuclestido Invader®) se unen a la secuencia diana de
ADN. Cuando estos oligonucleétidos se superponen, por al menos un par de bases en la
secuencia diana, se forma una estructura invasiva que actiia como sustrato para la enzima
Cleavase®. La enzima escinde la porcion 5' de la sonda, en la posicion del solapamiento.
Las sondas estan presentes en un gran exceso molar y ciclan rapidamente dentro y fuera
de la secuencia diana, de modo que se generan muchos solapamientos 5' escindidos. Las
secuencias cortadas, luego se unen a un oligonucleétido de transferencia de energfa de
resonancia de fluorescencia (FRET) de horquilla universal, creando otra estructura
invasiva que la enzima Cleavase® reconoce como sustrato. La enzima escinde los
oligonucleétidos FRET, entre el fluoréforo y la molécula inhibidora, produciendo una
sefial de fluorescencia, a medida que los solapamientos escindidos se encienden y apagan.
Para cada copia de la diana, las reacciones primarias y secundarias combinadas dan como
resultado una amplificaciéon de la sefial de 10°-107 veces por hora. Las secuencias de
solapamiento y los oligonucledtidos FRET son universales, ya que no son

complementarios a la secuencia diana.

Los reactivos para esta prueba se proporcionan como tres mezclas de oligonucleétidos,
que detectan los 14 tipos de VPH, agrupados segtin la relacion filogenética, es decir, tipos
virales con secuencias de ADN similares (grupos de VPH A5/A6, A7, A9). En estas tres
mezclas de oligonucle6tidos, también estan presentes oligonucle6tidos que se unen a la
histona 2 humana gen (H2be, HIST2H2BE). De este modo, HIST2H2BE sirve como
control interno que produce una sefial del ADN genémico presente en la muestra. El
formato de la prueba Cervista™ VPH-AR permite la deteccion simultanea de secuencias
de ADN de VPH y HIST2H2BE, en un solo pocillo, utilizando dos secuencias de colgajo
5', diferentes en las sondas, asi como dos oligonucleétidos FRET diferentes, cada uno
con un fluoréforo espectralmente distinto (FAM y rojo). Por disefio, los solapamientos
de 5'liberados se unen solo a sus respectivos oligonucle6tidos FRET, para generar una

sefial especifica de la diana (ver figura 12).
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Figura 12. Esquema de la prueba de deteccion del VPH-AR Cervista™

Un resultado positivo indica que al menos uno de los 14 tipos de alto riesgo esta presente
en la muestra de ADN. Este resultado esta representado por una senal fluorescente FAM,
que se encuentra por encima de un valor de corte derivado empiricamente. Para cada
reaccion, un resultado negativo esta representado por una sefial fluorescente FAM que
se encuentra por debajo de un valor de corte derivado empiricamente. Como medio para
determinar la cantidad relativa de muestra de ADN en cada reaccion, el HIST2H2BE
humano se mide mediante una sefial fluorescente roja, que se encuentra por encima de
un valor de corte, derivado empiricamente en cada reaccion. Lla medida de esta diana
sirve como mecanismo de control de calidad, para confirmar que un resultado negativo
no se debe a una muestra insuficiente. Esta diana de control interno también sirve como
una medida de procesamiento para garantizar que el procedimiento de la prueba se haya

realizado de manera adecuada.

4.4.2. Fase posanalitica

Con la prueba Cervista™ se genera un valor de sefial a ruido (sefial de la muestra, medida
frente a la sefial de un pocillo de reaccién de control sin diana) para cada una de las tres
reacciones. Este valor de sefial a ruido se conoce como FOZ (Fold Over Zero). Se genera
un resultado final positivo, negativo o indeterminado, para cualquier muestra en
particular, basaindose en el analisis de los tres pocillos de reaccion separados. La relacion
entre los valores obtenidos de VPH y FOZ, generados por las tres mezclas de reaccion,

determina si una muestra es positiva. La relacion VPH FOZ se calcula dividiendo el valor
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mas alto de VPH FOZ, de cualquiera de las tres mezclas de reaccion, entre el valor mas
bajo de VPH FOZ de las tres. Cuando cualquier valor de FOZ es menor que 1, se
redondea a 1 para el calculo de la relacion. Si la relacion VPH FOZ es mayor o igual a
1,525, entonces la muestra es positiva para VPH. No obstante, en un subconjunto de
infecciones mixtas, los tres pocillos de reacciéon pueden generar una sefial mucho mas
alta que la de fondo. En algunos casos, estas infecciones mixtas pueden generar sefiales
positivas de intensidad similar en los tres pocillos de reaccién y, por lo tanto, una relacion
VPH FOZ de menos de 1,525. Para evitar la posibilidad de un falso negativo, debido al
escenario triple positivo descrito anteriormente, se aplica un segundo calculo de la
siguiente manera: cuando la relacion de FOZ es menor que 1,525, pero los tres valores
de FOZ de reaccién individuales son mayores que un segundo valor de corte de 1,93, la
muestra es positiva para VPH. Se puede generar un resultado indeterminado, en tres
escenarios diferentes: 1) cuando el % CV entre los valores de FOZ del ADNg es >25,0 %
(% CV alto), 2) cuando los tres valores de FOZ del VPH son <0,7 (FOZ del VPH bajo),
y 3) cuando el promedio FOZ de ADNg de una muestra negativa es <1,5 (ADNg bajo).
De este modo, un resultado indeterminado indica una mezcla insuficiente, un error de

pipeteo o un ADNg inadecuado en la muestra (ver figura 13).

% CV gADN < 25% 1% “IND: alto % CV”

si l

Uno o méas VPH FOZ > 0,70 no “IND: bajo VPH FOZ”
si l

Relaciénde VPH FOZ < 1,525 i “POS”

si l

Uno o mas VPH FOZ < 1,93 Do “POS”
si l

Promedio gADN FOZ < 1,50 no “NEG”
S

»| “IND: bajo gADN”

Figura 13. Esquema con posibles resultados (prueba Cervista™)

Posterior a la emision del resultado automatizado, la interpretacion del mismo, segun las

recomendaciones del fabricante, puede verse en la tabla 4.
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Tabla 4. Interpretacion de resultados (prueba Cervista™)

Resultados de la prueba Cervista™ Informe de resultados

POSITIVO Se detecta alguno de los siguientes VPH-AR: 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68

NEGATIVO No se detecta ninguno de los siguientes VPH-AR: 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68

INDETERMINADO Estatus de VPH desconocido

4.5. Estudio inmunocitoquimico TDC p16/ki67

4.5.1. Fase preanalitica

El material residual final de la muestra citologica se utilizé6 para la técnica de
inmunohistoquimica con la tincién dual p16INK4a/ki67 (CINtec® PLUS Cytology kit,
Roche mtm laboratories AG, Mannheim, Germany), de acuerdo con las instrucciones del

fabricante.

El kit esta disefiado para realizar un procedimiento de tincién inmunocitoquimica, en dos
pasos, en preparaciones de citologia cervical. Contiene un céctel de anticuerpos primarios
listos para usar, que consiste de un anticuerpo monoclonal de ratén (clon E6H4), dirigido
a la proteina p16INK4a (p16) humana, y un anticuerpo monoclonal de conejo (clon 274-
11 AC3), dirigido a la proteina humana ki67.

Se utilizaron otros reactivos listos para usar, constituidos por: 1) un reactivo polimérico
conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) y fragmentos de anticuerpos de
union al antigeno (Fab’, por sus siglas en inglés fragment antigen-binding) de cabra antiraton,

y 2) un reactivo polimérico conjugado con fosfatasa alcalina y Fab’ de cabra anticonejo.

La conversiéon mediada por HRP del cromégeno de 3.3’-diaminobencidina (DAB) y la
conversion mediada por fosfatasa alcalina del cromégeno «Fast Red» dan lugar a tincién

marron y roja, en los sitios de los antigenos p16 y ki67, respectivamente.

Después de la contratincion con hematoxilina (sin alcohol), fue aplicado un
procedimiento de montaje de dos pasos: primero, utilizando un medio de montaje acuoso
proporcionado por el kit, para evitar la decoloracion de la senal «Fast Red» a base de

alcohol, seguido de un paso de montaje permanente.
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4.5.2. Fase posanalitica

La TDC p16/ki67 se considero positiva cuando al menos una célula epitelial coexpreséd
tincion citoplasmatica marrén para pl6, junto con una tincién roja nuclear para ki67
(independientemente de su aspecto morfologico). Si este criterio no estaba presente, el
resultado de la tincién se consider6 negativo. Las preparaciones inmunocitoquimicas de
la TDC p16/ki67 fueron evaluadas por técnicos experimentados en citologfa y revisadas

posteriormente por patdlogos expertos en citopatologia.

4.6. Estudio histoldgico

4.6.1. Fase preanalitica

De las 1865 mujeres incluidas en el estudio, se seleccionaron 304 que fueron sometidas
a colposcopia y toma de biopsia, con la posterior revision y registro de los resultados de

dichos informes.

Las biopsias fueron realizadas durante los procedimientos de rutina de colposcopia. De
forma general, y tomando en cuenta lo concerniente a nuestro estudio, los criterios de

seleccion para colposcopia y biopsia en nuestro programa de cribado fueron:

a) Mujeres con edad igual o mayor de 25 afios, con citologia anormal y resultado
positivo para la determinaciéon de VPH-AR.

b) Mujeres menores de 25 afios con diagnoéstico de ASCUS o LSIL persistentes (al
menos dos citologias con alguno de estos diagnosticos), con resultado positivo
para la determinacion de VPH-AR.

¢) Mujeres de cualquier edad, con citologia de HSIL o CCE.

Algunas mujeres con citologia negativa para lesion intraepitelial o malignidad (NLIM)
también fueron sometidas a colposcopia y biopsia, basandose en la presencia de factores
de alto riesgo, considerados por el médico responsable (a saber: inmunosupresion, inicio

de las relaciones sexuales a edad temprana, multiples parejas sexuales, etc.).

La toma de muestras se realiz6 con pinza de biopsia, mediante el procedimiento de
colposcopia rutinario. Todas las muestras fueron fijadas en formalina tamponada al 10 %
y fueron embebidas en parafina mediante técnicas convencionales. Se realizaron
secciones histologicas a 4-5u, que posteriormente fueron tefiidas con hematoxilina-

eosina.
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4.6.2. Fase posanalitica

Las preparaciones histolégicas fueron evaluadas por patélogos expertos, que formaban

parte de la plantilla fija del Complejo Hospitalario de Navarra.

Para el proposito de este estudio, los informes histolégicos fueron categorizados segin
la clasificacién de la OMS™, utilizando los términos de: lesién escamosa intraepitelial de
bajo grado (LSIL), lesion escamosa intraepitelial de alto grado (HSIL) y carcinoma de
células escamosas (CCE). Hemos utilizado el término NIC2+ que se refiere a un
resultado de HSIL y/o CCE en la biopsia. Para la evaluacion de los resultados, en mujeres
con mas de una biopsia, fue tomado en cuenta el diagndstico mas severo durante el

petiodo de seguimiento.

4.7. Analisis estadistico

Tras la revision y depuracion de la base de datos, para la realizacion del analisis estadistico,
se aplicaron principalmente técnicas descriptivas univariantes y bivariantes. El analisis
descriptivo univariante de las variables cuantitativas incluy6é el célculo de medias,
medianas y percentiles, asi como el de medidas de dispersion (rango y desviacion tipica).
En el caso de las variables cualitativas, estas se describieron utilizando tablas de

frecuencias (absolutas y porcentajes, tanto relativos como acumulados).

El rendimiento de la citologia sola y la TDC p16/ki67 para detectar NIC2+ entre las
mujeres VPH-positivas se analizé mediante el calculo de su sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN), con intervalos de
confianza (IC) del 95 %. Se utiliz6, ademas, la prueba de McNemar para comparar las
diferencias en la deteccion de la enfermedad (NIC2+) entre la citologia sola y la TDC

p16/ki67. Un valor de p menor que 0,05 se considerd estadisticamente significativo.
El analisis estadistico se realiz6 con Minitab 17 Statistical Software.

Los analisis estadisticos mas relevantes se acompafan de representaciones graficas que
ilustran las distintas cuestiones abordadas. Para la obtencién de dichas representaciones
graficas se utiliz6 Microsoft Office Excel, Microsoft PowerPoint y Microsoft Office
Word.
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5. RESULTADOS

5.1. Descripcién general

A continuacién, se presenta un esquema (ver figura 14) que integra el total de mujeres y

el nimero de ellas a las que se realizé cada prueba.

Total de mujeres:

2970

* Toma de muestras de citologia cervical

*  Prueba de deteccion del VPH-AR |
|

v v
1025 mujeres con 1945 mujeres con
S— resultado resultado —
Bt NEGATIVO POSITIVO ?

1865 TDC p16/ki67 |
304 biopsia

Figura 14. Esquema del total de mujeres y pruebas realizadas
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5.1.1. Edad

De las 2970 mujeres seleccionadas inicialmente para el estudio, la edad promedio fue
32,78 afios, con un rango entre 14 y 85 anos. El nimero de mujeres 230 afios (1680;
56,57 %) fue superior que las <30 afnos (1290; 43,43 %), como se ve reflejado en la figura
15.

Figura 15. Estratificacion de la muestra segun grupos de edades
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5.1.2. Resultados citoldgicos globales

El diagnéstico citolégico mas frecuente fue de LSIL en 1431 mujeres, seguido por:
ASCUS (en 1213), NILM (en 202), HSIL (en 118) y CCE (en 6) (ver figura 106).

60,00%

50,00%

40,00%

30,00%

20,00%

10,00%

0,00%

6,80%

NILM

48,18%
40,84%
3,97%
- 0,20%
ASCUS LSIL HSIL ScC

M Categoria de diagndstico citoldgico

Figura 16. Resultados citolégicos generales

Abreviaturas: NILM: negativo para lesion intraepitelial o malignidad; ASCUS: células escamosas atipicas de
significado indeterminado; LSIL: lesién escamosa intraepitelial de bajo grado; HSIL: lesién escamosa
intraepitelial de alto grado; CCE: carcinoma de células escamosas.
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5.2. Mujeres con resultado positivo para la prueba de detecciéon de ADN
del VPH

5.2.1. Edad

Dentro del grupo de mujeres VPH-positivas, el 53,78 % tenfan =30 afos y el 46,22 %
eran menores de 30 afios. Al considerar como punto de corte la edad de 35 afios (de
acuerdo al reciente BOE), estos porcentajes cambian, observandose una mayoria de

pacientes menores de 35 afios, tal como se puede observar en la figura 17.
70,00%

60,00%

50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%
0,00% T e

Edad (punto de corte 30 afios) Edad (punto de corte 35 afios)

B Mujeres mayores M Mujeres menores

Figura 17. Estratificacion segln grupos de edades, de las mujeres con resultado positivo para la
prueba de deteccion del VPH
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5.2.2. Grupos/MIX del VPH

De todas las mujeres VPH-positivas (1945), se pudo determinar el grupo (MIX) de VPH
responsable de la infecciéon en 1940 de ellas. Como se ve reflejado en la figura 18, el mas
frecuente como grupo unico fue el MIX3 (incluye VPH 16, 31, 33, 35, 52 y 58), en el
31,60 % de los casos, seguido del MIX1 (incluye VPH 51, 56 y 66) en el 24,33 %, y, por
ultimo, el MIX2 (incluye VPH 18, 39, 45, 59 y 68) en el 10,62 %. En el resto de los casos,
la infeccién estuvo causada por dos o mas grupos/MIX de VPH.

B MIX 3 MIX1 ®EMIX2 ®Doso mas grupos/MIX

Figura 18. Grupo (MIX) de VPH responsable de la infeccién
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5.2.3. Resultados citoldgicos

Con respecto al diagnoéstico citolégico inicial de las mujeres VPH-positivas, la tendencia
de los resultados es similar a la del total de mujeres, pero con cifras mas bajas;
observandose que el 89,61 % de ellas tenfan algtin resultado anormal en la citologfa inicial,

y el 10,39 % restante fueron NILM (ver figura 19).

NLIM 39%

RESULTADO ANORMAL EN LA CITOLOGIA

0,00% 20,00% 40,00% 60,00% 80,00% 100,00%

Figura 19. Relacion de resultados citoldgicos (normales vs. anormales) en mujeres VPH-positivas

Abreviatura: NILM: negativo para lesion intraepitelial o malignidad.

El diagnostico citologico mas frecuente entre ellas fue LSIL, observado en 1081 mujeres
(o cual representa el 62,02 % de mujeres con alguna anormalidad citolégica). El segundo
diagnéstico mas frecuente fue ASCUS (en 545 mujeres), seguido por HSIL (en 111

mujeres) y CCE (en 6 mujeres) (para porcentajes, ver figura 20).
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5.3. Mujeres con resultado negativo para la prueba de deteccion de ADN
del VPH

5.3.1. Edad

El 61,85 % de las mujeres con resultado negativo para deteccion de ADN-VPH tenfan

edad igual o mayor a 30 afios, y el 38,15 % restante eran menores de 30 afos.

5.3.2. Resultados citoldgicos

El diagnéstico citolégico mas frecuente entre las mujeres VPH-negativas fue ASCUS
(65,17 %), seguido de LSIL (34,15 %) y de HSIL (0,68 %). No hubo ningin caso de CCE
ni de NILM (ver figura 20).

70,00% 65,17 %
60,00% 55,58 %
50,00%

40,00%

° 34,15 %
30,00% 28,02 %
20,00%

10,39 %

10,00% . 571 %
0,00% - 0,68 % 0,31% 0,00%
0,00%

NILM ASCUS LSIL HSIL CCE

B VPH-AR positivo VPH-AR negativo

Figura 20. Resultados citologicos, segun resultados de la prueba de deteccién de VPH

Abreviaturas: NILM: negativo para lesion intraepitelial o malignidad; ASCUS: células escamosas atipicas de
significado indeterminado; LSIL: lesién escamosa intraepitelial de bajo grado; HSIL: lesién escamosa
intraepitelial de alto grado; CCE: carcinoma de células escamosas.
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5.4. Tincion dual citolégica p16/ki67

5.4.1. Resultados generales

Del total de 1865 mujeres VPH-positivas, a quienes se les tealiz6 la TDC p16/ki67, se
observo que: el 60,91 % (1136) tuvo un resultado negativo para dicha tincién, y el

39,09 % de ellas resultaron positivas para la prueba (729) (ver figura 21).

B TDC p16/ki67 positiva
m TDC p16/ki67 negativa

Figura 21. Porcentaje de resultados de la TDC p16/ki67 en la muestra
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5.4.2. Edad

El porcentaje de mujeres 230 afios (53,24 %) fue ligeramente superior que las <30 afios

(46,76 %), similar a lo observado en el grupo de mujeres VPH-positivas (figura 17).

5.4.3. Resumen de resultados citoldgicos

Tanto en las mujeres con TDC p16/ki67 positiva, como en el grupo de mujeres con
resultado negativo para dicha prueba, el diagnostico citolégico mas frecuente fue de

LSIL, seguido de ASCUS.

En el grupo de mujeres 230 afios, el porcentaje de HSIL en la citologfa inicial fue de
8,36 %, con 4 casos (0,40 %) de CCE. En el grupo de <30 afos, el porcentaje de HSIL
como diagnostico citologico inicial fue de 2,87 %, sin categorizarse ningin caso como

CCE (ver figura 22).

70,00%
62,61%

60,00%

50,05%
50,00%

40,00%

30,00% 28,21%28,00%

20,00%
13,19%

0,
10,00% 6,31% 8,36%
2,87%

0,00% 0,40%
ooox I —
NILM ASCUS LSIL HSIL CCE

m Edad < 30 Edad > 30

Figura 22. Diagndstico citolégico en mujeres VPH-positivas con TDC p16/ki67 disponible, segin
el grupo de edad

Abreviaturas: NILM: negativo para lesion intraepitelial o malignidad; ASCUS: células escamosas atipicas de
significado indeterminado; LSIL: lesién escamosa intraepitelial de bajo grado; HSIL: lesién escamosa
intraepitelial de alto grado; CCE: carcinoma de células escamosas.

En la tabla 5 y en la figura 23 se ven reflejados los resultados de la TDC p16/ki67, en
relacion con los resultados citolégicos. El aspecto mas importante a mencionar es que en

el grupo de mujeres con TDC p16/ki67 negativas, no hubo ningin caso de CCE y el
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porcentaje de HSIL fue realmente bajo (2,11 %), comparado con el grupo de mujeres
con TDC p16/ki67 positivas (11,52 %).

Tabla 5. Resultados de la TDC p16/ki67, segun el diagndstico citoldgico

TDC NILM ASCUS LSIL HSIL CCE TOTAL
pl6/ki67  n.2 (%) n.2 (%) n.2 (%) n.2 (%) n.2 (%)
Positiva 23(12,37 %) 137 (26,15 %) 481 (46,12 %) 84 (77,78%) 4(100%) 729 (39,09 %)
Negativa 163 387 (73,85 %) 562 (53,88 %) 24(22,22%) O 1136

(87,63 %) (0,00 %) (60,91 %)
TOTAL 186 (100 %) 524 (100 %) 1043 (100 %) 108 (100 %) 4 (100 %) 1865 (100 %)

Abreviaturas: TDC: tincion dual citoldgica; NILM: negativo para lesidon intraepitelial o malignidad; ASCUS: células
escamosas atipicas de significado indeterminado; LSIL: lesién escamosa intraepitelial de bajo grado; HSIL: lesion
escamosa intraepitelial de alto grado; CCE: carcinoma de células escamosas.

0,
70,00% 65,98%

60,00%
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3,16% 2,11% 0,555
;2270 0%
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Figura 23. Resultados de la TDC p16/ki67, seguin el diagndstico citoldgico

Como se destaca en la figura 24, se observé que el porcentaje de mujeres positivas para
la TDC p16/ki67 se va incrementando en categorias citologicas de mayor gravedad, a
saber: 12,4 % en NILM, 26,2 % en ASCUS, 46,1 % en LSIL, 77,8 % en HSIL y 100 %
en CCE.
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Figura 24. Incremento de la positividad para la TDC p16/ki67, segun la gravedad del diagndstico
citoldgico

5.5. Biopsia

5.5.1. Tiempo transcurrido entre el diagndstico citoldgico inicial y el diagnostico
histoldgico

Los diagnésticos histologicos se emitieron en un promedio de 274,5 dias (IC 95 %,

243,90-305,04) (rango 0-1502 dias), después del diagnostico de la citologfa inicial.

5.5.2. Edad

Dentro del grupo de mujeres que fueron referidas a colposcopia y biopsia, la edad

promedio fue 33,67 afios, con un rango de entre 15y 85 afios (desviacion estandar de

10,90). E1 57,38 % de estas mujeres tenfan 230 afios y el 42,62 % <30 afios. Si tomamos

en cuenta como punto de corte la edad de 35 afos, tenemos que: el 57,89 % de las

mujeres tenfan <35 afios de edad y el 42,11 % 235 afios.
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5.5.3. Diagndsticos histoldgicos

Se observé un resultado anormal en la biopsia en el 83,88 % del total de estas mujeres.
El 50,33 % tuvo LSIL, el 31,91 % HSIL y el 1,64 % CCE. En la figura 25 se detallan los
resultados de la biopsia, segin el grupo de edad.

60,00%

50,00%

40,00%

30,00%

20,00%

10,00%

0,00%

NILM LSIL HSIL CCE

m Edad < 30 19,23% 53,85% 26,15% 0,77%
W Edad 2 30 13,79% 47,70% 36,78% 2,30%
B TOTAL 16,12% 50,33% 31,91% 1,64%

Figura 25. Resultados de la biopsia, segun el grupo de edad

Abreviaturas: NILM: negativo para lesion intraepitelial o malignidad; ASCUS: células escamosas atipicas de
significado indeterminado; LSIL: lesién escamosa intraepitelial de bajo grado; HSIL: lesién escamosa
intraepitelial de alto grado; CCE: carcinoma de células escamosas.
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5.5.4. Diagndstico citolégico inicial

Con respecto al diagnéstico citolégico inicial de las mujeres que fueron biopsiadas,
tenemos que el 78,62 % (239) tuvo un resultado citologico inicial de ASCUS y/o LSIL.
De ellas, solo el 25,10 % (60) tuvo CIN2+ en la biopsia. Un 16,45 % (50) tuvo resultado
citolégico inicial de HSIL y/o CCE. De ellas, el 82 % tuvo CIN2+ en la biopsia. El
4,93 % restante (15) tuvo resultado citolégico inicial de NILM. De ellas, solo una paciente
tuvo CIN2+ en la biopsia (6,67 %) (ver figura 26).

CITOLOGIA INICIAL BIOPSIA

78,62% >
ASCUS/LSIL
18%
<NIC2+
16,45% -
HSIL/CCE
4,93% >
NILM

Figura 26. Correlacion entre el diagndstico citoldgico inicial y el diagndstico histologico

Abreviaturas: NILM: negativo para lesion intraepitelial o malignidad; ASCUS: células escamosas atipicas de
significado indeterminado; LSIL: lesién escamosa intraepitelial de bajo grado; HSIL: lesién escamosa
intraepitelial de alto grado; CCE: carcinoma de células escamosas; NIC2+: resultado en biopsia de lesidn
escamosa intraepitelial de alto grado y/o carcinoma de células escamosas.
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5.5.5. Resultados de la TDC p16/ki67 y categorizacidn segin grupos de edades

El 73,36 % de las mujeres a quienes se les realiz6 biopsia (223/304) tuvo un resultado
positivo para la TDC p16/ki67. El 55,16 % de ellas tenfan edad igual o mayor a 30 afios

y el 44,84 % tenfan menos de 30 afios.

El 26,64 % restante (81 mujeres) tuvo un resultado negativo. El 62,96 % de ellas tenfan

30 anos de edad o mas, y el 37,04 % eran menores de 30 afios.

En la figura 27 se puede observar la distribucion de los resultados de la TDC p16/ki67,
segun los grupos de edad.

70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%
TDC p16/ki67 positiva TDC p16/ki67 negativa

B Edad > 30 afios Edad <30 afios

Figura 27. Resultados de la TDC p16/ki67, segun el grupo de edad
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5.5.6. Mujeres con resultado histolégico de NIC2+

Solamente el 33,55 % del total de mujeres biopsiadas (102/304) tuvo un resultado en la
biopsia de HSIL/CCE (ver figura 28).

Resultado de
biopsia NIC2+
34%

Resultado de
biopsia
Normal/LSIL
66%

B Resultado de biopsia NIC2+ m Resultado de biopsia Normal/LSIL

Figura 28. Estratificacion de resultados de las biopsias, segiin NIC2+ o <NIC2+

5.5.6.1. Edad

La edad promedio entre ellas fue de 33,90 afios, con un rango entre 19 y 85 afios

(desviacion tipica de 10,39 afios). El 65,69 % tenfan >30 anos y el 34,31 % <30 afios. Si
tomamos en cuenta como punto de corte los 35 afios de edad, tenemos que: el 43,14 %

tenfan >35 afos y el 56,86 % <35 anos.
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5.5.6.2. Resultados citoldgicos iniciales

De las 102 mujeres con NIC2+, solo una de ellas tuvo citologfa inicial de NILM (0,98 %0).
La distribucién de los diagnosticos citologicos iniciales en el resto de mujeres con NIC2+

se refleja en la figura 29 y se detalla a continuacion: LSIL en un 47,06 %, HSIL en un
38,24 %, ASCUS en el 11,76 % y CCE en el 1,96 %.

CCE

HSIL

LSIL

ASCUS

NILM

0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00%

Figura 29. Estratificacion de resultados de los diagnosticos citoldgicos iniciales en mujeres con
NIC2+
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5.5.6.3. TDC p16/ki67

E1 98,04 % de las mujeres con NIC2+ (100/102) tuvo un resultado positivo parala TDC
p16/ki67, como se puede observar en la figura 30.

B TDC p16/ki67 positiva B TDC p16/ki67 negativa

Figura 30. Resultados de la TDC p16/ki67 en mujeres con NIC2+
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5.6. Resultados integrados de la TDC p16/ki67, biopsia y citologia inicial, en
el subgrupo de mujeres VPH-positivas

En las tablas 6 y 7 se puede observar el diagnoéstico citolégico inicial de las mujeres
sometidas a biopsia, de acuerdo con los resultados de la TDC p16/ki67 y el punto final

histologico.

Tabla 6. Diagnostico citoldgico en correlacidn con la biopsia, en mujeres con resultado positivo
para la TDC p16/ki67

TDC p16/ki67 POSITIVA

Citologia Biopsia

Normal n.2 (%) LSIL n.2 (%) HSIL n.2 (%) CCE n.2 (%) Total n.2 (%)
NILM 1(3,70 %) 3(3,13 %) 1 (1,05 %) 0 (0 %) 5(2,24 %)
ASCUS 4 (14,81 %) 11 (11,46 %) 11 (11,58 %) 0 (0 %) 26 (11,66 %)
LSIL 18 (66,67 %) 79 (82,29 %) 46 (48,42 %) 1 (20 %) 144 (64,57 %)
HSIL 4 (14,81 %) 3(3,13 %) 36 (37,89 %) 3 (60 %) 46 (20,64 %)
CCE 0(0%) 0 (0 %) 1 (1,05 %) 1 (20 %) 2 (0,90 %)
Total 27 96 95 5 223

Abreviaturas: TDC: tincién dual citoldgica; NILM: negativo para lesiéon intraepitelial o malignidad; ASCUS: células
escamosas atipicas de significado indeterminado; LSIL: lesiéon escamosa intraepitelial de bajo grado; HSIL: lesion
escamosa intraepitelial de alto grado; CCE: carcinoma de células escamosas.

Tabla 7. Diagnostico citoldgico en correlacidn con la biopsia, en mujeres con resultado negativo
para la TDC p16/ki67

TDC p16/ki67 NEGATIVA

Citologia Biopsia

Normal n.2 (%) LSIL n.2 (%) HSIL n.2 (%) CCE n.2 (%) Total n.2 (%)
NILM 6 (27,27 %) 4 (7,02 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 10 (12,35 %)
ASCUS 5(22,73 %) 11 (19,30 %) 1(50 %) 0 (0 %) 17 (20,99 %)
LSIL 11 (50 %) 40 (70,18 %) 1(50 %) 0 (0 %) 52 (64,20 %)
HSIL 0 (0 %) 2 (3,51 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 2 (2,47 %)
CCE 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Total 22 57 2 0 81

Abreviaturas: TDC: tincién dual citoldgica; NILM: negativo para lesién intraepitelial o malignidad; ASCUS: células
escamosas atipicas de significado indeterminado; LSIL: lesion escamosa intraepitelial de bajo grado; HSIL: lesion
escamosa intraepitelial de alto grado; CCE: carcinoma de células escamosas.

Desde una perspectiva general, y a modo de resumen, se destaca que:

« El 44,8 % de las mujeres con resultado positivo para la TDC p16/ki67 tuvo
NIC2+.
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« El 29 % de las mujeres con resultado negativo para la TDC p16/ki67 tuvo
NIC2+ (ambas con resultado de HSIL; no hubo CCE). Los resultados citolégicos

iniciales de estas mujeres fueron ASCUS y LSIL, respectivamente.

5.7. Resultados de sensibilidad, especificidad y valores predictivos

5.7.1. Citologia sola

En la poblacién estudio, la citologia tuvo una alta sensibilidad (99,02 %) y un alto VPN
(93,33 %) para la deteccion de NIC2+ entre las mujeres VPH-positivas, con una
especificidad y un VPP bajos (6,93 % y 34,95 %, respectivamente).

En la tabla 8 se pueden observar los datos obtenidos para la citologia, segun el grupo de

edad, tomando en cuenta como puntos de corte los 30 y los 35 afios.

Tabla 8. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la citologia, segin grupo de edad

Edad Sensibilidad Especificidad VPN VPP

>35 afios 100 % 8,33 % 100 % 36,36 %
<35 afios 98,28 % 593 % 87,5% 3393 %
230 afios 98,51 % 6,54 % 87,5 % 39,76 %
<30 afios 100 % 7,37 % 100 % 28,46 %

Abreviaturas: VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo.

5.7.2. TDC p16/ki67

La TDC p16/ki67 tuvo también una sensibilidad alta (98,04 %) en la poblacién en
estudio, con un alto VPN (97,53 %), observandose una especificidad del 39,11 % y un
VPP del 44,84 %, respectivamente.

5.7.2.1. TDC p16/ki67 sequn las categorias citoldgicas

La mayor sensibilidad y VPN de la TDC p16/ki67 para predecit NIC2+ se observé entre
las mujeres con citologia NILM, seguido de LSIL y ASCUS. Los resultados de los valores
predictivos, sensibilidad y especificidad de la TDC p16/ki67 (para detectar NIC2+), de

acuerdo con las categorias citologicas, se muestran en la tabla 9.
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Tabla 9. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la TDC p16/ki67, segun las categorias

citoldgicas
1 ithili 1fict o) 0,
pl16/ki67 VP Ep VN EN Sensibilidad Especificidad VPP % VPN %
% (95 % IC) % (95 % IC) (95 % IC) (95 % IC)
NILM 1 4 10 100 % 71,42 % 20,00 % 100 %
(50-100) (41,9-91,6) (0,51-71,6) (74,1-100)
ASCUS 91,67 % 51,61 % 42,31 % 94,12 %
11 15 16 1
(61,5-99,8) (33,1-69,8) (23,4-63,1) (71,3-99,9)
LSIL 97,92 % 34,46 % 32,64 % 98,08 %
47 97 51
(88,9-100) (26,8-42,7) (25,1-40,9) (89,7-100)

Abreviaturas: VP: casos verdaderos positivos; FP: casos falsos positivos; VN: casos verdaderos negativos; FN: casos
falsos negativos; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo; Cl: intervalo de confianza.

5.7.2.2. TDC p16/ki67 sequn grupo de edad

En la tabla 10 se pueden observar los datos de sensibilidad, especificidad, VPN y VPP
de la TDC p16/ki67, segun el grupo de edad, tomando en cuenta ambos puntos de corte
(30 y 35 afios). La mayor sensibilidad y VPN se observé en las mujeres de menor edad
(independientemente del punto de corte), con mayor especificidad y VPP en mujeres >30

afos.

Tabla 10.Sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la TDC p16/ki67, segln grupo de

edad
Edad Sensibilidad Especificidad VPN VPP
>35 afios 95,45 % 41,67 % 94,59 % 46,15 %
<35 afios 100 % 37,29 % 100 % 43,94 %
230 afios 97,01 % 45,79 % 96,08 % 52,84 %
<30 afios 100 % 31,58 % 100 % 35%

Abreviaturas: VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo.

5.7.2.3. TDC p16/ki67 seqgun grupo de edad y categoria citoldgica

En las tablas 11 y 12 se reflejan los datos de sensibilidad, especificidad y valores
predictivos de la TDC p16/ki67, en los subgrupos de mujeres con edad mayor o igual a

35 aflos y <35 afos, respectivamente.

66



5. RESULTADOS

Tabla 11.Sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la TDC p16/ki67, en mujeres >35
afios, segun categoria citologica

Categoria citoldgica Sensibilidad Especificidad VPN VPP
NLIM 0% 57,4 % 100 % 0%
ASCUS 80 % 60 % 85,71 % 50 %
LSIL 94,74 % 37,7% 95,83 % 32,14 %

Abreviaturas: VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo.

Tabla 12.Sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la TDC p16/ki67, en mujeres <35
afios, segln categoria citoldgica

Categoria citoldgica Sensibilidad Especificidad VPN VPP
NLIM 100 % 85,71 % 100 % 50 %
ASCUS 100 % 47,62 % 100 % 38,89 %
LSIL 100 % 32,18% 100 % 32,95 %

Abreviaturas: VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo.

5.7.3. TDC p16/ki67 vs. citologia sola

La TDC p16/ki67 tuvo una sensibilidad ligeramente menor que la citologfa sola para la
deteccion de NIC2+ en mujeres VPH-positivas (98,04 % vs. 99,02 %), con un VPN y
una especificidad mas altos (97,53 % vs. 93,33 %y 39,11 % vs. 6,93 %, respectivamente).

Esto se puede observar en detalle en la tabla 13.

Tabla 13.Sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la citologia y de la TDC p16/ki67

Test Sensibilidad %  Especificidad VPP % VPN % (95 %
VP FPUNEN T s g ) % (95 % Cl) (95 % Cl) an
o 99,02 % 6,93 % 34,95 % 93,33 %
Citologia 101 188 14 1 (94,7-100) (3,8-11,4) (29,5-40,8) (68,1-99,8)
_ 98,04 % 39,11 % 44,84 % 97,53 %
pl6/kie7 100 123 79 2 (93,1-99,8) (32,3-46,2)  (38,2-51,6) (91,4-99,7)

Abreviaturas: VP: casos verdaderos positivos; FP: casos falsos positivos; VN: casos verdaderos negativos; FN: casos
falsos negativos; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo; Cl: intervalo de confianza.

En este estudio, la diferencia entre la citologia convencional y la TDC p16/ki67, para
detectar NIC2+, fue estadisticamente significativa (p = 0,000) (IC del 95 %: 0,1563-
0,2648). Por lo tanto, podemos decir con una confianza del 95 % que la TDC p16/ki67
tuvo entre un 15,63 % y un 26,48 % mas de coincidencias con el criterio de valoracién

de referencia (biopsia) que la citologfa. En esta cohorte de mujeres, hubo un 21,05 % mas

de coincidencias entre la TDC p16/ki67 y la biopsia que entre la citologia y la biopsia.
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Visto de otra forma, la TDC p16/ki67 coincidié con la biopsia en 179 de las 304 mujeres
(58,88 %) y con la citologia en 115 de 304 (37,83 %).
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En la actualidad, muchos paises se encuentran en la transicion entre el cribado primario
de CC basado en citologia hacia las pruebas de deteccion de VPH-AR, o una

combinacion de ambas (cotest).

La mayoria de las mujeres con resultados positivos para el VPH eliminan el virus de
forma espontanea, y no desarrollan enfermedad cervical clinicamente relevante?!, por lo
que no todas ellas deben ser derivadas a colposcopia'®. Es necesario un sistema adicional
de triaje para identificar el subgrupo de mujeres VPH-positivas que desarrollaran NIC2+,
y de ese modo, reducir el riesgo de sobrediagnéstico, derivaciones innecesarias y

tratamientos excesivos!220,29,

En Espafia, actualmente, el método de triaje secundario recomendado por el Ministerio
de Sanidad, Consumo y Bienestar Social es la citologfa cervical. Sin embargo, existen
datos en la literatura de que la TDC p16/ki67 es una técnica mas objetiva y de facil

realizacion, que puede ser de gran valor para este fin.

A continuacién, iremos comentando y discutiendo los puntos mas importantes de los

resultados encontrados en nuestro estudio, contrastandolos con los datos de la literatura.

6.1. Papel de la TDC p16/ki67 como método de triaje secundario en
mujeres VPH-positivas, residentes en Navarra

En el presente estudio se observé que la TDC p16/ki67 es una herramienta util que
mejora significativamente el rendimiento de la citologfa para detectar NIC2+, en las

mujeres VPH-positivas de nuestro medio.

6.1.1. Inmunoexpresion de la TDC pl16/ki67, segun las diferentes categorias

citologicas e histoldgicas

En concordancia con otras series?®3343, nuestros resultados mostraron que la proporcion

de mujeres positivas para la prueba se incrementa en categorias citoldgicas de mayor
g g y

gravedad (figura 24). Esta observacion se repitié en el subgrupo de mujeres sometidas a

biopsia, y de igual forma con las categorias histologicas*.

6.1.2. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la TDC p16/ki67

En la poblacién estudiada, la TDC p16/ki67 tuvo una elevada sensibilidad y VPN para
la deteccion de NIC2+ en mujeres VPH-positivas, con una especificidad y VPP

superiores a los de la citologia sola (tabla 13).
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Estos valores de especificidad y VPP fueron atn superiores en el grupo de mujeres >35
afios, que son las que tendrfan indicacién de cribado primario con estudios de deteccion

de VPH-AR, segun los nuevos programas aprobados en nuestro pafs. Si tomamos como

punto de corte a las mujeres 230, estas cifras se incrementan aun mas (tabla 10).

Varios estudios realizados en diferentes paises, a lo largo de los dltimos afios, han
evaluado el rendimiento de la TDC p16/ki67 para determinar NIC2+2430.323442-44 T 5
sensibilidad, especificidad y valores predictivos obtenidos en estos estudios presentan
una importante variabilidad entre ellos (tabla 2). Esto puede deberse, entre otras cosas, a
diferencias en el tipo de poblacién cribada, el tamafio de la muestra y a la duracién del

seguimiento.

Si comparamos las cifras de dichos estudios con los resultados obtenidos en el presente
trabajo, observamos que, en nuestra poblacion en estudio, la TDC p16/ki67 tuvo la mas
alta sensibilidad y VPN. Dado que, desde el punto de vista fisiopatolégico y molecular,
la coexpresion de pl6 y ki67 en la misma célula representa un signo especifico de
transformacion neoplasica®*, entendemos que los resultados mas bajos de sensibilidad y
VPN, observados en las otras series, probablemente se deban a celularidad insuficiente
y/o a fallos técnicos, tanto en el procesamiento de la muestra como en la interpretacién

de la técnica.

Por ejemplo, en algunas series como en la de Wright ez a/.44, donde se observé la menor
sensibilidad de la TDC p16/ki67 (70,3 % vs. 98,04 % en nuestra serie), las muestras para
la realizaciéon de la prueba fueron almacenadas durante afios, lo cual consideramos que
pudo haber afectado la antigenicidad de las células, resultando en mayor cantidad de casos
falsos negativos. Por otra parte, la interpretacion de las laminillas en dichos estudios fue

realizada por citotécnicos y no por patdlogos expertos.

Con respecto a los valores de especificidad, las cifras obtenidas en nuestro estudio se
encuentran dentro del rango de las otras series referidas, pero cerca del extremo inferior.
Consideramos que esto puede deberse a la ausencia de mujeres VPH-negativas en nuestra
cohorte. Esta explicacion esta respaldada en varios estudios previos3%#2 en los cuales la
especificidad de la TDC p16/ki67 para detectar NIC2+, en el subgrupo de mujeres VPH-
positivas, fue del 52,7 %, pero se incrementd al 80 % cuando el subgrupo de mujeres

VPH-negativas fue incluido.

Ademis, otra posible causa de la baja especificidad de la TDC p16/ki67 encontrada en
este estudio puede ser la corta duracion del periodo de seguimiento, ya que observamos

un ndmero significativo de mujeres TDC p16/ki67 positivas (123), con citologias de
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LSIL, que fueron categorizadas como casos falsos positivos (FP). Probablemente, si el
periodo de seguimiento del estudio hubiese sido mas largo, observarfamos el desarrollo

de NIC2+ en algunas de ellas.

El estudio que tuvo los valores de especificidad mas bajos, de todas las series
contrastadas, fue el de Ovestad e /3%, con niveles inferiores, pero comparables a los
obtenidos en nuestro trabajo (31 % vs. 39,11 %). En el caso de dichos autores, la TDC
p16/ki67 tuvo mayor sensibilidad, pero menor especificidad que la citologfa sola para
predecir NIC2+ (lo que contrasta con nuestros resultados). No obstante, dadas las
similitudes en los valores de especificidad, nos parece importante resaltar la
recomendacion realizada por ellos de la ventaja que supone utilizar ambas pruebas en
conjunto (citologfa convencional + TDC p16/ki67), para aumentar la especificidad o

sensibilidad de ambos métodos realizados individualmente3©.

6.1.3. Derivaciones a colposcopia-biopsia, citologia sola vs. TDC p16/ki67

En este estudio, se observé que solo un tercio de las mujeres VPH-positivas, a las que se
realiz6 colposcopia y biopsia, tuvo resultado de NIC2+, lo que respalda el hecho de que,
en la mayoria de las mujeres con infecciéon por VPH (incluso a pesar de la mayor edad de
las pacientes de nuestra cohorte), se trataba de una infeccién transitoria, que genero

derivaciones innecesarias a colposcopia, como se ha informado previamente en la

literatura’+*’. Este hallazgo se repite en el grupo de mujeres 235 afios.

Con los resultados obtenidos en este trabajo, podemos afirmar que, en la hipotética

situacion de que nuestra cohorte de mujeres con edad 235 afios hubiera sido sometida a
un cribado primario basado en una prueba de deteccion del VPH, y se hubiese utilizado
la citologia sola como herramienta de triaje secundario, como se recomienda en el BOE
de 2019 (figura 9), se habria derivado a colposcopia y biopsia al 84,63 % de las mujeres.
Sin embargo, si se hubiese utilizado como prueba de triaje secundatio la TDC p16/ki67,
esta prueba habria seleccionado el 36,53 % de mujeres VPH-positivas para colposcopia,
lo que supone una reducciéon del 48,1 % en las derivaciones. Este porcentaje es similar al
observado por Wentzensen ¢ al., en cuya publicacion se informé una reduccion de cast
el 50 %020,

Nuestros resultados muestran que, si las mujeres VPH-positivas con NIC2+ hubieran
sido sometidas a un triaje secundario con citologia convencional, solo el 40,2 % de ellas
habria tenido un resultado de citologfa de HSIL o SCC (38,2 % y 2 %, respectivamente),

con una indudable indicacion para realizacion de colposcopia y biopsia. Sin embargo,
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mas de la mitad de ellas (el 59,8 %) se habrian clasificado como LSIL, ASCUS o NILM,
con una indicaciéon menos clara. Si, por el contrario, se hubiese realizado un triaje
secundario con la TDC p16/ki67, la mayor parte de ellas (98,0 %) habtia tenido un
resultado positivo para esta prueba, con una mas acertada derivacion a colposcopia y

biopsia.

En vista de nuestros resultados, podemos decir que, en nuestro entorno, la referencia a
colposcopia y biopsia no se deberfa recomendar en mujeres VPH-positivas/TDC

p16/ki67 negativas, tal y como se ha sugerido previamente en la literatura37-4°.

6.1.4. Posible limitacion técnica de la TDC p16/ki67

En nuestra cohorte, el 2,5 % de las mujeres TDC p16/ki67 negativas tuvo NIC2+. Una
posible explicaciéon para estos dos casos con resultados falsos negativos podria ser la
pérdida de células representativas en el segundo ciclo de centrifugacion de la muestra en

base liquida, necesaria para realizar la TDC p16/ki67.

6.1.5. Limitaciones de la citologia convencional, como método de triaje
secundario, en el contexto especifico de resultados citoldgicos de NILM.

Posible papel protagdnico de la TDC p16/ki67

Actualmente existe cierta confusion en cuanto al manejo terapéutico de las mujeres VPH-
positivas con citologia NILM. Sabemos que estas mujeres tienen un mayor riesgo de
enfermedad y no pueden volver al cribado de detecciéon primaria regular, pero el riesgo

es insuficiente para su derivacion a colposcopia’.

En nuestro estudio se observo que una de las mujeres que fue sometida a biopsia, con
citologfa previa NLIM, tuvo NIC2+ (esto representa el 6,7 % de todas las mujeres con
resultado citolégico de NLIM que fueron sometidas a biopsia). Lo interesante es que esta
mujer tuvo un resultado positivo para la TDC p16/ki67 (sensibilidad y VPN del 100 %,
con una especificidad del 71,4 %). Estos resultados son mas altos que los informados por
Uijterwaal ef al*8, pero comparables a los resultados de Petry ez a/%. En este ultimo
estudio, el cribado primatio de CC fue «oportunista» y la TDC p16/Ki67 se realizé
mediante citologia de base liquida (al igual que en el presente estudio), mientras que, en
la serie de Uijterwaal ez a/*8, el cribado primario era de tipo «organizado» y se realizé en
trotis de citologfa convencional. Nuestro estudio presenta la limitacién de que el numero
de mujeres que fueron sometidas a biopsia, con resultado citolégico previo de NLIM, es

muy escaso (15).
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No obstante, recomendamos la TDC p16/ki67 como herramienta complementaria para
el programa de cribado de CC basado en la deteccion de VPH, ya que permite la
identificacién temprana de las mujeres que se beneficiarfan mas de la colposcopia
inmediata, como ha sido observado en nuestro estudio (pese a sus limitaciones) y como

ha sido sugerido anteriormente por otros autores?+%,

6.1.6. Posible papel de la TDC p16/ki67 como herramienta complementaria a la
citologia, en mujeres menores de 30 afios, con diagndstico citoldgico de
ASCUS vy LSIL

Algunos estudios previos, llevados a cabo en el contexto de un cribado primario basado
en citologfa?>-26.29.4650-55  han evaluado la eficacia de la TDC p16/ki67 en el triaje de

ASCUS y LSIL, con el objetivo de compararla con las pruebas de detecciéon de VPH.

La sensibilidad observada en dichos estudios con la TDC p16/ki67, para detectar NIC2+
en la categoria citologica de ASCUS, varié de 0,64 a 0,94, y en la categorfa de LSIL de
0,86 a 1,00; similar a lo observado en nuestra serie (0,92 en ASCUS y 0,98 en LSIL). En
estos estudios, el rango de especificidad tuvo mayor variabilidad, oscilando entre 0,53 y
0,81 para la categoria de ASCUS, y entre 0,43 y 0,68 para LSIL. En el presente estudio
observamos que la especificidad de la TDC p16/ki67 pata la categotia citoldgica de

ASCUS se situd en el mismo rango (0,52), pero resulté algo mas baja en la categoria
citologica de LSIL (0,34).

No obstante, segun la mayorfa de los estudios referidos?>-26:46.51-5456_]a especificidad de la
TDC p16/ki67 para las categotias citolégicas de ASCUS y LSIL es mayor que la de las
pruebas de deteccion de ADN del VPH, lo cual es relevante en nuestro pafs, donde ain
se recomienda el cribado primario basado en citologfa para mujeres menores de 35 afios,
ya que mejorarfa notablemente el rendimiento de la citologfa convencional. Dado que los
resultados de este estudio son comparables a los de la literatura, consideramos que la

TDC p16/ki7 tiene una utilidad en la poblacién de Navatra, en este escenario.

En un estudio realizado por Ordi ef al, se demostré que la especificidad de la TDC
p16/ki67 mejora significativamente mediante la evaluacion morfolégica de las células
positivas, utilizando un umbral basado en la morfologia de HSIL?!. Esto podria ser
tomado en cuenta en caso de adoptar la TDC p16/ki67 como método de triaje

secundario en Navarra.
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6.1.7. Importancia del muestreo adecuado en la toma de biopsia

En nuestra cohorte, cuatro mujeres con citologia de HSIL y con TDC p16/ki67 positiva
tuvieron un resultado de biopsia normal (tabla 6). Esto podria deberse a un error de
muestreo, suponiendo que el foco de HSIL era pequeno, no detectaindose en la

colposcopia, resultando en una toma de biopsia en una zona sana.

6.2. Edad e infeccién por el VPH

Del total de mujeres seleccionadas para el estudio, en base a la disponibilidad de
resultados para el test de deteccion de ADN del VPH-AR, se observé que el 65,49 % de

ellas tuvieron un resultado positivo para dicha prueba.

Si tomamos en cuenta como punto de corte la edad de 30 afios, el aspecto mas importante
a resaltar es que el 53,8 % de las mujeres VPH-positivas tienen una edad igual o mayor a
30 afios, lo que es discordante de los resultados de otros paises europeos, donde la

prevalencia de la infecciéon por VPH es mayor en edades mas tempranas y disminuye con

la edad!,250,

No obstante, si tomamos como punto de corte la edad de 35 afios (en lugar de 30 anos),
tenemos que el 64,68 % de las mujeres estudiadas en nuestra cohorte son <35 afios,

acorde con los resultados de la literatural250,57,

6.3. Subtipos de VPH

Como se ha comentado previamente, el VPH 16 y el 18 se han identificado en la mayoria
de los CC en todo el mundo3®>°. Por tal motivo, de acuerdo a las gufas de la FDA para el
cribado primario con pruebas de deteccion del VPH, a las mujeres con resultados
positivos para VPH 16 y 18 se las refiere a colposcopia, mientras que a las mujeres

negativas para dichos subtipos virales se las evalia con citologfa®!.

En concordancia con la literatura, en nuestro trabajo, el grupo/MIX del VPH que incluye
el VPH 16 (MIX3) fue el mas frecuentemente observado en la poblacién en estudio,
siendo ademis el grupo/MIX mis frecuentemente asociado a NIC2+. Sin embatgo,
como hallazgo interesante, fue seguido en frecuencia por el grupo/MIX que incluye el

VPH 51 (MIX1) y no por el grupo/MIX que incluye el VPH 18 (MIX2).

En esta setie, el grupo/MIX1 (que incluye el VPH 51) estuvo presente en el 21,43 % de

todas las mujeres con NIC2+, solo o en combinacién con otros grupos/MIX, y estuvo
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presente, ademads, como el tnico subtipo en el 5,10 % de las mujeres con HSIL y en un

caso de CCE, sugiriendo su papel en la patogénesis de esta enfermedad.

Este resultado tiene implicaciones, ya que las vacunas profilacticas actuales para el VPH
incluyen principalmente los subtipos VPH 16 y 18 (bivalente 16/18, cuadrivalentes
6/11/16/18%9 y Gardasil-9° —VPH 6/11/16/18/31/33/45/52/58—)% y el VPH 51
no esta incluido en ninguna de ellas. Ademas, es importante destacar que algunas de las
estrategias actualmente propuestas para evaluar a las mujeres VPH-positivas solo
incluyen el genotipado para los virus VPH 16 y 18, como se ha comentado

previamente3!01,

Se requieren estudios adicionales para evaluar la posible causa de este hallazgo. Hemos
excluido la posible influencia del efecto de la vacuna en nuestra serie (en el sentido de
que la proteccion a las mujeres contra los subtipos VPH 16 y 18 haya podido causar un
aumento relativo de otros subtipos menos frecuentes), ya que la mayoria de las mujeres
infectadas por VPH 51, con resultados disponibles de biopsia, tenfan 30 o mas afios de
edad (61,9 %), lo que significa que no habfan sido vacunadas. Esta reflexién surge de que,
en Navarra, la vacunacion anti-VPH comenzé en el afio 2007, en nifias de 14 afios de
edad. Por lo tanto, en el afio 2010 (cuando iniciamos el estudio) estas nifias tenfan 17

afios y, en el afilo 2014 (cuando finalizamos el periodo de estudio), tenfan 21 afos.

6.4. Mujeres con resultado negativo para la prueba de deteccién del VPH

Con respecto al grupo de mujeres VPH-negativas, como era de esperar, no hubo ningun
caso de CCE; esto se explica por la estrecha relacion causal del VPH y el CC, que ya ha

sido comentada.

El hecho de no observarse ningun caso con citologia NLIM obedece a la metodologia
del estudio, ya que la prueba de deteccion del VPH se realizé en mujeres con alteraciones
citologicas o aquellas que tuvieran algin criterio clinico que hubiese considerado el

médico responsable.

6.5. Limitaciones del estudio

« El corto periodo de seguimiento del estudio (4 afios) podria explicar el hecho de
que solo el 44,8 % de mujeres con TDC p16/ki67 positiva tuvo NIC2+ en la
biopsia. Nos atrevemos a sugerir que, con un mayor seguimiento en el tiempo, se

podria demostrar el desarrollo de NIC2+ en estas mujeres.
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Debido a la metodologfa del estudio, el nimero de mujeres con citologia normal
(NILM) que fueron sometidas a biopsia es escaso, limitando la interpretacion de
los resultados.

Consideramos que pudo existir un error de muestreo en 4 mujeres con resultado
citologico de HSIL y TDC p16/ki67 positivo, que tuvieron un resultado de
biopsia normal.

En nuestro estudio, el test utilizado para la deteccion del VPH (Cervista™) es
menos especifico que otros test, sobre todo el recientemente aprobado por la

FDA, que detecta RNA mensajero de E6/E7, en lugar de ADN.

6.6. Planteamiento de futuras lineas de trabajo

78

Se requieren futuros estudios en la poblaciéon de Navarra para valorar el impacto
econémico (relacion coste-beneficio) que podria representar la implementacion
de la TDC p16/ki67 como método de triaje secundario complementatio a la
citologfa convencional, tomando en consideraciéon el ahorro en tiempo por
consulta médica, la disminucién de listas de espera, los insumos para toma de
muestras, el procesamiento de biopsias, etc.

Se requieren nuevos estudios para comparar la utilidad de las pruebas de
metilaciéon con la TDC p16/ki67 como método de triaje secundario de mujeres
VPH-positivas, en nuestro medio.

Dado que la mayorfa de algoritmos de trabajo en los programas de deteccion de
CC se han llevado a cabo tomando en cuenta la enfermedad causada por VPH 16
y 18, con la eliminacién de estos subtipos virales por las vacunas, la TDC
p16/ki67 posiblemente tendra un papel fundamental, dado que no depende del
genotipado®. Son necesarios nuevos estudios que tengan como objetivo analizar
el efecto actual de las vacunas y el papel patogénico del VPH 51 y otros subtipos

virales menos frecuentes, en la poblacién de Navarra.
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos propuestos, se han obtenido las siguientes conclusiones del

estudio:

« La TDC p16/ki67 tuvo una elevada sensibilidad y VPN para la deteccién de
NIC2+ en mujeres VPH-positivas que residen en Navarra. Estas cifras fueron las

mayores observadas entre todas las series contrastadas en la literatura.

« La especificidad y VPP de la TDC pl6/ki67 para detectar NIC2+ fueron
superiores a los de la citologfa convencional, con una diferencia estadisticamente
significativa, lo que demuestra que la TDC p16/ki67 es util como método
complementario a la citologfa. Su implementacién podria suponer una reduccion
cercana al 50 % (48,1 %) en las derivaciones innecesarias a colposcopia y biopsia

en nuestro medio.

« La superior especificidad y VPP de la TDC p16/ki67, sobre la citologfa, fue

observada en todos los grupos de edades.

« Las mayores cifras de sensibilidad y VPN de la TDC p16/ki67 para predecit
NIC2+ fueron observadas en los subgrupos de mujeres de menor edad (tomando

en cuenta cualquier punto de corte <30 o <35 anos).

« Las cifras més elevadas de sensibilidad y VPN de la TDC p16/ki67 pata predecit
NIC2+ se observaron en mujeres con resultado citolégico normal (NILM),

seguidas de las mujeres con resultados citologicos de LSIL y ASCUS.

« En concordancia con otras series, la proporcién de mujeres positivas para la TDC
pl6/ki67 se incrementé en categorias citoldgicas e histologicas de mayor

gravedad.

« En nuestra poblacién, el grupo/MIX3 (que incluye VPH 16) fue el mas
frecuentemente observado y el mas asociado a NIC2+, en concordancia con la
literatura. Sin embargo, fue seguido en frecuencia por el grupo/MIX1 (que
incluye VPH 51) y no por el grupo/MIX2 (que incluye VPH 18), lo que es
discordante con estudios previos. La implicacion de estos resultados tiene que ver
con las vacunas profilacticas actuales, que no incluyen este subtipo viral, siendo
probable su necesaria incorporacion en futuras vacunas. Adicionalmente, algunas
de las estrategias actualmente propuestas para evaluar a las mujeres VPH-

positivas solo incluyen el genotipado para los virus VPH 16 y 18.
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Los resultados obtenidos y la evidencia existente en la literatura permiten
establecer las siguientes recomendaciones de politicas sanitarias para la

Comunidad Foral de Navarra:

1. Realizar la determinacion de la TDC p16/ki67 como triaje secundario en los

siguientes escenarios:

o Mujeres 235 afios, que resulten positivas para el cribado primario con la

prueba de deteccion del VPH.

o Mujeres <30 anos, sometidas a un cribado primario con citologfa, cuyo
resultado citologico sea NILM, LSIL o ASCUS.

2. La referencia a colposcopia y biopsia no se recomienda en mujeres VPH-

positivas/TDC p16/ki67 negativas.
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