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ABREVIATURAS

ACOG: Colegio Americano de Obstetras y Ginecologos.

ADC: Adenocarcinoma.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AGC: Células glandulares atipicas.

AGC-N: Células glandulares atipicas, posible neoplasia.

AIS: Adenocarcinoma in situ endocervical.

ASC: Células escamosas atipicas.

ASC-H: Células escamosas atipicas de significado indeterminado, que no puede excluir
lesion escamosa intraepitelial de alto grado.

ASC-US: Células escamosas atipicas de significado indeterminado.
AO: Anticoncepcion oral.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNmM: ARN mensajero.

ASCCP: Sociedad Americana de Colposcopia y Patologia Cervical.
CC: Citologia Convencional.

CEC: Carcinoma escamoso celular.

CIN: Neoplasia intraepitelial cervical.

CIS: Carcinoma in situ.

DIU: Dispositivo intrauterino.

ETS: Enfermedad de Transmision Sexual.

EV: Epidermodisplasia verruciforme.

FDA: Food and Drug Administration.

FIGO: International Federation of Gynecology and Obstetrics.
HC2: Hybrid Capture 2.

H-SIL: Lesion cervical intraepitelial de alto grado.

IARC: International Agency for Research on Cancer.

IC: Intervalo de confianza.

Ig G: Inmunoglobulina G.

IMC: indice de masa corporal.

L-SIL: Lesidn cervical intraepitelial de bajo grado.

LLETZ: Escision de la zona de transformacion con un loop amplio.
OR: Oddsrratio.



PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
RS: relaciones sexuales.

SD: Desviacion estandar.

TPPT: Thin Pap Test, citologia liquida.
URL: Unidades relativas de luz.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.
VPH: Virus del papiloma humano.

VPH-AR: VPH de alto riesgo.

VPH-BR: VPH de bajo riesgo.

VPH-X: Tipo de VPH no determinado.
VSH-2: Virus herpes simple tipo 2.

ZT: Zona de transformacioén
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. INTRODUCCION



A. EPIDEMIOLOGIA

El carcinoma invasor de cuello de Utero es el segundo mas frecuente
en mujeres a nivel mundial. Los casos de incidencia en la poblacion femenina
en el afio 2010 han sido 585.278 y como causa de muerte se ha asociado a

327 899 mujeres.’

A nivel mundial, las areas geograficas con mas riesgo son los paises
menos desarrollados o en vias de desarrollo como Asia, Africa y Sudamérica,
donde se observan hasta 453 casos por 100.000 habitantes. En
contrapartida, en los paises desarrollados se observan 71 casos por
100.000 habitantes. En los paises de la Union Europea, la frecuencia

observada es de 31 casos por 100.000 habitantes.

En Espafa, la incidencia de cancer de cuello uterino se halla en el
segmento bajo europeo, con una tasa poblacional media de 7,6 por 100.000
mujeres/afo.! La incidencia mas alta ha sido la observada por el registro de
cancer de Asturias, donde se observan cifras del 11,5 por 100.000
habitantes/afio y la mas baja por el de Zaragoza (6,5 por 100.000

habitantes/afo).

La mortalidad es mas baja que la incidencia, estimandose a nivel
mundial un ratio incidencia/mortalidad del 55%." En Espafia las tasas de
mortalidad por cancer ajustadas a poblacién europea han sido publicadas
por el Centro Nacional de Epidemiologia (C.N.E.) La media espafiola de
mortalidad por cancer de cuello uterino en el afio 2007 fue de 2,1 por
100.000 mujeres, datos recogidos del Proyecto Ariadna, del Instituto Carlos

lll, que se realizé en el afio 2009.

En Espafa, en el afio 2010 se diagnosticaron 1948 casos de cancer

de cuello uterino, con una tasa de mortalidad de 1,9 por 100.000 habitantes



(712 muertes). Estos datos son similares a los de Francia, y son soélo

mejoradas en Suiza (4 por 100.00 habitantes).’

La mortalidad por cancer de cuello uterino ajustada a poblacién
europea en las provincias andaluzas es la siguiente: Granada (0,97/100.000
mujeres), Cordoba (1,1/100.000 mujeres), Cadiz (1,70/100.000 mujeres),
Sevilla (1,7/100.000 mujeres), Malaga (1,7/100.000 mujeres), Almeria
(2/100.000 mujeres), Jaén (2,7/100.000 mujeres), Huelva (4,5/100.000

mujeres).?

Los casos de cancer de cérvix, en Espafa, se han reducido de manera
considerable, gracias a la implantacion y desarrollo de los programas de
screening/cribado (o diagnéstico temprano de cancer no sintomatico) en la

poblacion sexualmente activa.3

El carcinoma de cérvix afecta a pacientes con una edad muy temprana, a
diferencia de la edad de presentacién en otros tipos de cancer. La infeccién
por el virus del papiloma humano (VPH) de alto riesgo y su persistencia, es la

causa primordial de carcinogénesis en el cuello del Utero.*

Si bien hace mas de cien afios ya se establecieron relaciones causales
epidemiolégicas entre cancer de cérvix y las conductas sexuales de riesgo,
fue a principios de los ochenta cuando se descubri6 la asociaciéon entre VPH
y el cancer de cérvix, ademas de presentarse otras localizaciones como
vejiga, donde se ha podido demostrar su asociacion con la supervivencia.®
Posteriormente mdltiples estudios identificaron el ADN del VPH en mas del
95% de todas las lesiones premalignas y malignas del cérvix uterino, por lo
gue el VPH es causa necesaria para desarrollar un cancer invasivo en el cuello

del Utero.®

Las infecciones por el VPH suelen tener un curso silente, la mayoria de

las veces se resuelven de forma espontanea, pero, si esta infeccion viral



persiste, y sobre todo si es por el mismo genotipo, las pacientes tienen
mayor riesgo de desarrollar posteriormente un carcinoma cervical,” sobre
todo por los genotipos denominados de alto riesgo, cuya relacion causal la
describi6 Harald zur Hausen obteniendo el Premio Nobel en Medicina en
2008. En el afnio 2003, la Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia
(SEGO) estim6 en 655.000 mujeres infectadas por VPH en edades
comprendidas entre los 15 y 75 afos, de las que 457.000 tenian lesiones de
bajo grado o de significado incierto, y 16.000 presentaban lesiones de alto

grado, es decir precursoras de cancer de cérvix .

B. RECUERDO HISTOLOGICO Y FUNCIONAL DEL CERVIX

El cérvix es la porcion inferior del GUtero que protruye en la parte
superior de la vagina. Mide 2,5-3 cm de longitud e incluye las porciones
vaginal (portio vaginalis, ectocérvix) y endocervical. La apertura anatémica
del canal endocervical corresponde al orificio cervical externo situado en el
centro del ectocérvix. El ectocérvix esta revestido por un epitelio escamoso
poliestratificado continuo e histolégicamente idéntico al de la mucosa
vaginal. El endocérvix esta revestido por un epitelio mucoso columnar que se
invagina en el estroma formando estructuras pseudo-glandulares. La unién
de ambos epitelios se conoce como unidbn escamo-columnar y su situacion
varia a lo largo de la vida. Cuando se sitla por fuera del orificio cervical
externo, en el ectocérvix, da lugar a lo que se denomina ectopia y esta
expuesto a las condiciones de la vagina. Con el tiempo, este epitelio
columnar situado fuera del canal endocervical se transforma y es
reemplazado gradualmente por un epitelio escamoso. Esta zona de epitelio
columnar sustituido por epitelio escamoso metaplasico se denomina zona de

transformacioén.

La mayor parte de los carcinomas de cérvix son de tipo escamosos. La
zona de transformacion es importante porque practicamente todos los

carcinomas escamosos de cérvix, asi como sus lesiones precursoras, se



inician de ella. Los carcinomas que se inician del epitelio columnar del
endocérvix son mucho menos frecuentes. Dada su situacién en el ectocérvix,
la zona de transformacion se puede visualizar con la ayuda de un
colposcopio. Este epitelio escamoso se distingue del epitelio escamoso
ectocervical por poseer menor contenido en glucdégeno y los limites entre
ambos epitelios son muy netos. Las células descamadas se pueden recoger
facilmente y estudiar la microscopio mediante la tincion originalmente
descrita por Papanicolau. En el estudio de estos frotis vaginales se pueden
detectar las anomalias citologicas de este epitelio y ser confirmadas por
biopsias por su facil accesibilidad. Estas células descamadas son también las
mas adecuadas para la extraccion del ADN del virus del papiloma humano

(VPH).

C. LESIONES PRECURSORAS DEL CANCER DE CERVIX

La evidencia epidemiolégica asociada a VPH de alto riesgo o
carcinogénicos en lesiones preneoplasicas que pueden desarrollar cancer
cervical se han podido comprobar en estudios de series de mujeres con
cancer cervical. En una de las mayores series, identifican ADN de VPH “alto
riesgo” en el 99% de los aproximadamente 1000 carcinomas invasivos
recogidos de 22 paises de todo el mundo.® El Ultimo estudio a nivel mundial
realizado en 2010 revela la importancia etiolégica de infeccién por uno o
varios genotipos de VPH oncogénicos como causa necesaria para desarrollar

un carcinoma cervical invasivo.8

La terminologia empleada para designar las lesiones escamosas
precursoras del carcinoma invasor ha ido modificandose a la par que los
conocimientos sobre su etiologia y comportamiento clinico. En 1961, en el
primer Congreso Internacional de Citologia Exfoliativa, el Comité de
Terminologia Histoloégica para las lesiones de Cérvix Uterino definié el

carcinoma /n situ como “aquellas lesiones que en ausencia de invasion



muestran un epitelio de revestimiento en el que, en todo su grosor, no se

observa diferenciacién”. El proceso puede afectar a las glandulas cervicales.

El término displasia se reservaba para aquellos casos en los que las
células atipicas no afectaban la totalidad del espesor epitelial. Esta
clasificacién de las lesiones pre-invasivas en dos grupos, carcinoma in situ
y displasia (leve, moderada o severa) asumia que ambos grupos tenian un
curso clinico diferente (y por tanto un tratamiento distinto). La debilidad de
esta clasificacion residia en el diagnoéstico entre displasia severa y carcinoma
in situ el cual se basaba en la apreciacion de la existencia o no de al menos
una capa de maduracién epitelial. Este hallazgo, como se demostré en varios

estudios, estaba sujeto a gran discordancia entre observadores.

La terminologia de neoplasia intraepitelial cervical (CIN), fue adoptado
por la comunidad cientifica a partir de 1969 tras los estudios realizados por
Richart.® En ellos asume que los cambios previamente diagnosticados como
displasia o carcinoma in situ correspondian al espectro morfolégico de una
misma enfermedad y por lo tanto compartian la misma etiologia, biologia e

historia natural.

En afos posteriores, la identificacion del virus del papiloma humano
(VPH) en lesiones precursoras de cérvix definié nuevos términos (condiloma
plano, condiloma atipico, infeccién subclinica por VPH, atipia coilocitica,

atipia condilomatosa, y atipia verrucosa), segun la presentacion clinica.

En la actualidad, la propuesta mas aceptada para el estudio citologico
es la terminologia Bethesda para interpretacion de informes, cuyas
recomendaciones fueron realizadas en las reuniones de Bethesda de los afos
1988, 1991 y 2001.'° En ellas se definieron que aquellas lesiones
diagnosticadas como “neoplasias intraepiteliales cervicales” (CINT ,CIN2 y
CIN3) representan, en realidad, dos procesos biolégicos diferentes. EI CIN1

(displasia leve) y las lesiones diagnosticadas como condiloma (plano o



acuminado) representan la fase de infecciéon productiva por VPH y son
designados como” lesion intraepitelial escamosa” (SIL) de bajo grado (fig. 1).
Mientras que en el CIN2-3 se agrupan para el diagnéstico cito-patolégico

lesiones intraepiteliales de alto grado (H-SIL).

El L-SIL se asocia a infeccion productiva por VPH, pero no muestra
alteracion significativa del ciclo celular del huésped. La mayoria de los L-SIL
remiten de forma espontanea y soOlo un porcentaje pequefio progresa a H-

SIL.

Neoplasia Intraepitelial Cervical (CIN)

SIL bajo grado| SIL alto grado |

| CIN| I CINII CIN IIf 1

Displasia Displasia Displasia ¢
leve moderada severa

Normal
O~

%%%gffv

0 (24 000

RO

Fig. 1. Neoplasia Intraepitelial Cervical (CIN)

El diagnostico morfoldégico de neoplasia intraepitelial cervical (CIN) fue
introducido en los aflos 70 para demostrar que existian cambios similares en
displasias graves y carcinoma in situ, clasificando las lesiones en tres grados.
Los cambios morfologicos celulares se caracterizan por atipia nuclear con
aumento de tamafo, hipercromasia, presencia de granulos de cromatina

groseros y variacion en la forma. Estos cambios nucleares se pueden



acompafar de halos citoplasmaticos que indican alteracién del citoesqueleto
antes de la liberacién del virus hacia el medio ambiente. Las alteraciones
nucleares y el halo perinuclear son denominados “atipias coilociticas”. Hoy en

dia la terminologia CIN se aplica para la histologia.

La gradacion de la lesion en CIN se basa en la expansion o alteracién en
la maduracion de la capa celular inmadura respecto a su localizacién basal
normal. Si las células escamosas atipicas inmaduras estan confinadas al
tercio inferior del epitelio, la lesion es gradada de CINT (o lesion de bajo
grado), si se afectan los dos tercios del grosor epitelial se denomina CINZ, y

si afecta a todo el grosor epitelial se califica como CIN3.

Las lesiones histologicas en el epitelio escamoso que podemos
observar en el cérvix secundarias a la infeccion por VPH son:
Lesiones de bajo grado (LBG): Condilomas y CIN 1
Lesiones de alto grado (LAG): CIN 2 y CIN 3
Carcinomas microinvasivos

Carcinoma escamoso invasivo

Histolégicamente se diferencian por el grado de proliferaciéon del
epitelio basaloide, la atipia celular, la actividad mitética y los cambios
coilociticos existentes en el epitelio. De tal forma que en las lesiones de bajo
grado predomina la coilocitosis, como cambio citopatico que causa la
infeccion por VPH en el epitelio escamoso cervical y la proliferacion celular
del epitelio basaloide es escasa y las mitosis Unicamente se encuentran en la
zona basal. Por el contrario en las LAG se observa mayor atipia celular con
menor cambio coilocitico, actividad mitética aumentada con mitosis que
alcanzan la superficie epitelial y la proliferacion del epitelio basaloide puede

alcanzar la superficie epitelial.

Las alteraciones del epitelio si se presentan con crecimiento exofitico,

se denominan condilomas acuminados, producidas casi de forma exclusiva



por los VPH 6 y 11. Estas lesiones se constituyen como un crecimiento
exacerbado del epitelio con marcada acantosis, formando papilas con ejes
conectivos centrales, la queratinizacion puede estar presente aunque la
paraqueratosis e hiperqueratosis no es tan marcada como en las verrugas de
la piel genital o de otras localizaciones. La atipia coilocitica es una
caracteristica importante que se define por la vacualizacion citoplasmica y
atipia nuclear, pudiéndose observar multinucleacion y mitosis. De forma
excepcional el crecimiento se produce de forma invertida y simula un
carcinoma, en cuyo caso es necesario realizar el diagnéstico diferencial con

el carcinoma verrucoso.

Cuando las lesiones de bajo grado son planas pueden estar producidas
por cualquier VPH anogenital. En este caso las anomalias nucleares son mas
marcadas en la capa basal, donde se localizan un mayor nimero de mitosis.
La transicion entre el tercio inferior y las capas mas superficiales
generalmente esta bien delimitada. Las células de los dos tercios
superficiales muestran diferenciacion y orientacion adecuada para formar un

epitelio estratificado que suele mostrar las alteraciones citopaticas del VPH.

En los condilomas acuminados se observa una proliferacién plana o
papilar del epitelio escamoso con abundantes coilocitos y minima
proliferacion del epitelio basal. La actividad mitética esta limitada a la zona

basal.

En CIN 1 o displasia leve la maduracion epitelial esta presente en los
dos tercios superiores del epitelio escamoso y la proliferacion basaloide no
rebasara el tercio inferior. El resto del epitelio que madura estara constituido
por queratinocitos con coilocitosis. La atipia nuclear puede observarse en
todo el grosor epitelial, pero es leve. La actividad mitética es escasa y
limitada al tercio basal, observandose de forma muy ocasional figuras de

mitosis atipicas.



10

En el CIN 2 o displasia moderada, la maduraciéon epitelial esta limitada
al tercio superior del epitelio, la atipia nuclear es marcada en todo el grosor
epitelial. La proliferacion basaloide alcanzara por tanto dos tercios del grosor
y la actividad mitotica afectara los dos tercios inferiores del epitelio,
identificandose figuras mitoticas atipicas frecuentes. Se observara

coilocitosis en aproximadamente la mitad superficial epitelial.

Los casos diagnosticados como CIN2 (displasia moderada) y CIN3
(displasia severa y carcinoma in situ) considerados como verdaderas
neoplasias intraepiteliales y denominadas LGA, suelen estar producidas por
un grupo mas reducido de genotipos de VPH (16, 18, 31, 33, etc).® Se
caracterizan como los cambios displasicos que alcanzan mas del tercio
inferior del epitelio o incluso afectarlo en la totalidad del espesor. Se
denomina CIN2 cuando las alteraciones ocupan menos de dos tercios del
epitelio y CIN3 cuando las alteraciones superan los dos tercios del epitelio o
alcanzan la totalidad del espesor del mismo. Es frecuente que se produzca
durante este proceso una maduracién o aplanamiento del estrato mas

superficial.

El grado de anomalias nucleares es también mas evidente que en la
LGA. Las mitosis son mas frecuentes, pueden encontrarse en distintos
niveles segun el grado de displasia y observarse formas anormales como
mitosis tripolares. La transicion entre LGA y el epitelio normal se puede
presentar de forma brusca o mas gradual con zonas de LBA entre ambos

epitelios.

En el CIN 3 o displasia severa, la maduracion del epitelio sera
inexistente o limitada a la porcibn mas superficial del mismo; por tanto la
proliferacion de células basaloides ocupara practicamente todo el grosor
epitelial. La atipia nuclear sera marcada en todo el epitelio y la actividad
mitotica se observa en cualquier nivel con formas atipicas frecuentes. Los

fendmenos de coilocitosis son practicamente inexistentes.
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El carcinoma escamoso microinvasivo se define como un carcinoma
escamoso con una infiltracion estromal del tejido conjuntivo subepitelial
inferior a los 5 mm. El carcinoma escamoso invasivo es aquel que presenta
una infiltracion estromal superior a los 5 mm. o bien la extensién longitudinal

del carcinoma es superior a 7 mm.

Desde Papanicolau hasta nuestros dias, la nomenclatura citologica es
un tema basico que ha preocupado a los citopatoélogos. Si en todas las areas
de la citopatologia el uso de una nomenclatura unificada es importante,
alcanza el maximo relieve en la citopatologia del cérvix uterino. El avance
definitivo se produce tras la implantacion a nivel mundial del sistema
Bethesda para describir las alteraciones citolégicas incluyendo nuevos

conceptos sobre la infeccién VPH.

En la actualidad, en el Sistema Bethesda (tabla 1) se sustituye el
término neoplasia por el de lesion intraepitelial, dividiéndolo en dos
categorias, lesiones de bajo grado que corresponden a lesiones viricas,
generalmente autolimitadas y con tendencia a la desaparicion espontanea y
lesiones de alto grado que corresponden a verdaderos cambios premalignos

y por lo tanto con tendencia a la progresion a cancer.
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Tabla 1. Sistema de clasificacion Bethesda'®

SISTEMA BETHESDA 2001 (modificado)

IDOMEIDAD DE LA IMUESTRA

Satisfactorio para la evaluacion (se agrega un indicador de
calidad: elementos de la ZT, flora, etc.)

Parcialmente satisfactorio para evaluacion por (se especifica
la causa: artefactos, ausencia elementos epiteliales de la 2T...).

Insatisfactoria para evaluacion (se especifica la causa).

RESULTADO/INTERPRETACION
Negativa para lesiones intraepiteliales o malignidad

MICROORGANISMOS

Trichomonas vaginalis

Organismos fungicos compatibles morfoldgicamente con Candida.
Cambios en la flora sugestiva de vaginosis bacteriana.

Bacterias morfoldgicamente compatibles con Actinomyces,
Cambios celulares asociados con el virus herpes simple.

OTROS CAMBIOS NO NEOPLASICOS:
Cambios reactivos asociados con:
Inflamacién (incluye reparacion tipica).
Radiacion.

Dispositivo intrauterino (DIU).

Células glandulares post-histerectomia.
Atrofia,

PESULTADO/INTERPRETACION (CONT)

Anomalias celulares epiteliales

- CELULAS ESCAMOSAS
*Células escamosas atipicas:
de significado incierto (ASC-US),
no es posible excluir HSIL (ASC-H).
*Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado (LSIL):
YPH y displasia leve / CIN 1.
*Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto Grado (HSIL):
displasia moderada, severa, CIS / CIN 2 y CIN 3
*Carcinoma de células escamosas.

- CELULAS GLANDULARES
*Células glandulares atipicas:
endometriales, endocervicales, NOS.
*Células glandulares atipicas probablemente neoplasicas:
Endocervical, NOS.
Adenocarcinoma endocervical in situ.
Adenocarcinoma
Otros
-Células endometriales en mujer = 40 afios.
TECNICAS AUXILIARES: (p.ej. HPV).
RECOMENDACIONES: (opcional).

NOTAS ¥ SUGERENCIAS (opcional)

El sistema Bethesda 2001

comprende cambios basados

en la

experiencia clinica y en avances del conocimiento acerca de la biologia del

carcinoma cervical. El término diagnostico se reemplaza por interpretacién o

resultado del informe citolégico, ya que la citologia se debe considerar como

ayuda para definir un diagnoéstico. Asi que el diagnéstico final y el esquema

de tratamiento de una paciente contempla no soélo el estudio citolégico sino

la anamnesis, los hallazgos clinicos y otros estudios de laboratorio, asi como

la interpretacion del estudio histologico. El objetivo del Sistema Bethesda

siempre ha sido fomentar la comunicacion eficaz de los hallazgos citologicos

relevantes y el estudio ginecolégico a fin de brindar una atencién 6ptima a

las pacientes.
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Sistema Bethesda para interpretacién de informes citopatolégicos

Tipo de muestra: para indicar si se trata de un extendido convencional

(Papanicolau), una citologia liquida u otro tipo de muestra.

Calidad de la muestra:
Satisfactoria para evaluacion

Insatisfactoria para evaluacién

Interpretacién /resultado
Negativo para lesion intraepitelial o malignidad
Microorganismos
Otros hallazgos no neoplasicos
Anomalias de células epiteliales
Células escamosas
Células escamosas atipicas
De significado indeterminado

No se puede descartar HSIL

Lesiobn escamosa intraepitelial de bajo grado (LSIL) (incluye

VPH/displasia leve /CIN1).

Lesion escamosa intraepitelial de alto grado (HSIL) (incluye displasia

moderada y grave CIN2 CIN3).

Carcinoma escamoso

Células glandulares
Atipicas

Células endocervicales (sin especificar o especificar

comentarios)

Células endometriales (sin especificar o especificar

comentarios)

Células glandulares (sin especificar o especificar en comentarios )
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Atipicas
- Células endocervicales, sugestivas de neoplasia

« Células glandulares sugestivas de neoplasia

Adenocarcinoma endocervical in situ
Adenocarcinoma

- Endocervical

« Endometrial

- Extrauterino

« Sin especificar(NOS)

Negativo para lesion intraepitelial o malignidad

Cuando no hay signos de neoplasia, en las versiones anteriores del
Sistema Bethesda (TBS), tanto las infecciones como los cambios celulares
reactivos se informaban en el apartado "Cambios celulares benignos”, pero
estaban separados de la categoria “dentro de los limites normales”. A fin de
poner énfasis en la naturaleza “negativa” de la interpretacion de los cambios
reactivos, el Sistema Bethesda 2001 fusiona las categorias “cambios
celulares benignos“ y “dentro de los limites normales” en una nueva
categoria “Negativo para lesion epitelial o malignidad”, y la categoria de
“Infecciones” ha sido reemplazada por “Microorganismos” debido a que la
presencia de algunos microorganismos refleja mas una colonizaciéon que una

infeccion clinica.

La citologia cervical es un estudio de screening cuyo objetivo principal
consiste en detectar el carcinoma de células escamosas de cuello uterino y
sus precursores. Puesto que no siempre estan bien definidos los criterios
gue ayudan a identificar los cambios celulares reactivos, es probable que se
dificulte la reproducibilidad de la interpretacion.

Los cambios reactivos se clasifican segun se asocie a inflamacién, radiacion

o a dispositivos intrauterinos (DIU).
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En general en estos cambios las células aumentan el tamafo aunque
no asi la relacion ndcleo/citoplasma. Los nlcleos agrandados pueden
presentar cambios degenerativos y vacuolizacién nuclear (fig 2). Otros
hallazgos asociados pueden ser la presencia de paraqueratosis tipica,

hiperqueratosis o metaplasia tubarica.
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Fig 2. Cambios reactivos

Anomalias de células epiteliales

Células escamosas
. Células escamosas atipicas (ASC)

El término ASC representa cambios citolégicos sugestivos de SIL , que
son cualitativamente o cuantitativamente insuficientes para elaborar una
interpretacion definitiva.’® Es preciso analizar minuciosamente los hallazgos
citolégicos sugestivos de cambios reactivos benignos y clasificarlos con
criterios como "negativos para lesion intraepitelial o malignidad” siempre que
sea posible.

Para elaborar la interpretacion de ASC, es preciso que las células
examinadas muestren tres caracteristicas esenciales: (1) diferenciaciéon
escamosa, (2) aumento de la relacién existente entre el area nuclear y el
area citoplasmatica (N:C), y (3) hipercromasia nuclear minima, cromatina

irregular/granular condensada o multinucleacién. Es imprescindible hallar
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nucleos de aspecto anémalo; sin embargo, los cambios citoplasmaticos que a
menudo estan asociados a la infeccion por VPH, como la eosinofilia densa
(paraqueratosis) y los halos perinucleares (coilocitosis), deberian impulsar
una busqueda minuciosa de células que justifiquen la interpretacion ASC o
SIL.

De significado indeterminado(ASC-US)

Los nlcleos tienen aproximadamente entre dos veces y media y tres
veces el tamafio del area del ndcleo de una célula escamosa intermedia
normal (alrededor de 35 um). Leve aumento de la relacién nlcleo y el area
citoplasmatica. Hipercromasia nuclear minima e irregularidad de la
distribucién cromatinica o de la morfologia nuclear (fig 3). Anomalias

asociadas a citoplasma eosinéfilo denso (paraqueratosis atipica).

Fig. 3. Atipia escamosa de significado incierto (ASCUS)

No se puede descartar HSIL (ASC-H)

Las células ASC-H suelen ser escasas, pueden estar aisladas o agrupadas
en pequenos fragmentos de menos de 10 células; a veces, en extendidos
convencionales, las células pueden observarse en “hilera” o bien dentro del
moco. Suelen tener el mismo tamafio que las células metaplasicas y un
nucleo entre una vez y media y dos veces y media mas grande de lo normal.

La relacion N:C puede ser similar al de HSIL (fig 4).
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Fig 4. Atipias de células epiteliales escamosas sin descartar lesion de alto grado (ASC-H)

. Lesiéon escamosa intraepitelial (SIL)
De bajo grado (LSIL) (incluye VPH/displasia leve /CIN1)

Los cambios de células escamosas asociadas a la infeccion por VPH
abarcan la “displasia leve” y “CIN1”. Las células se observan aisladas o en
laminas. Los cambios citolégicos suelen estar limitados a las células que
tienen citoplasma maduro o superficial. Las células tienen un tamafio en
general grande y citoplasma maduro, bastante abundante y bien definido. El
agrandamiento nuclear que supera el triple del tamafo del area del nicleo
de una célula intermedia normal genera un leve aumento de la relacion N:C.
Se observan grados variables de hipercromasia nuclear acompanados de
variabilidad de tamafo, nimero y morfologia nucleares. Es frecuente
encontrar binucleaciéon y multinucleacion. El contorno nuclear a menudo es
algo irregular, pero puede ser liso. Los halos perinucleares (coilocitosis) es
una caracteristica propia pero no indispensable en lesiones de bajo grado (fig
5).
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Fig 5. Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LSIL)

de alto grado (HSIL)

Los cambios citologicos afectan a células mas pequefias y menos
maduras que las lesiones de bajo grado (LSIL). Las células pueden estar
aisladas o en agregados seudosincitiales. Los grupos hipercromaticos deben
ser evaluados minuciosamente .

El tamario general de las células es variable y la hipercromasia nuclear se
acompafa de variaciones de tamafio y morfologia nuclear. El grado de
hipertrofia nuclear es mas variable que el que presenta en lesiones de bajo

grado. La cromatina puede ser laxa o granular en grumos (fig 6).

Fig 6. Lesiéon escamosa intraepitelial de alto grado (HSIL)

. Carcinoma escamoso

+ Queratinizante: es probable hallar un nimero relativamente bajo de células,
a menudo aisladas y, con menos frecuencia, en conglomerados. Es

caracteristica la variacion considerable de tamafio y morfologia celulares, y
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suelen hallarse células fusiformes que a menudo contienen citoplasma
eosinéfilo denso. Los nlcleos también pueden tener una variabilidad
importante de tamafo, las membranas nucleares pueden tener configuracion
irregular y es frecuente hallar nicleos hipercromaticos. Pueden encontrarse
cambios queratdsicos asociados pero su presentacién no basta para elaborar

la interpretacién de carcinoma si no se hallan anomalias nucleares (fig 7).
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Fig 7. Carcinoma escamoso

+ No queratinizante: las células pueden estar aisladas o dispuestas en
agregados sincitiales y los bordes celulares no estan bien definidos . los
ndcleos presentan distribucién muy irregular de la cromatina aglutinada en

grumos Yy es frecuente hallar diatesis tumoral (fig 8).1°

Fig 8 carcinoma escamoso no queratinizante
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D. VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO(VPH)

1. Estructura genémica

Los VPH son virus de pequefio tamafo (aproximadamente 55 nm) de
la familia papoviridae capaces de inducir diversas lesiones epiteliales
proliferativas (papilomas). Los virus de esta familia presentan una gran
especificidad de especie.'

Estos virus estan constituidos por una capside proteica icosaédrica y
un genoma compuesto por una doble cadena circular de DNA, cuya longitud
aproximada es de 8000 pares de bases. En dicho genoma se distinguen: la
region reguladora codificante de productos virales denominados marcos de
lectura abierta (ORF), de la que existen 6 6 7 regiones tempranas E1-E6 (del
inglés early) tempranas y la region tardia con los genes L1 a L3 (del inglés
late) que codifica proteinas estructurales de la capside y que se expresa al
final del ciclo vital, necesarias todas para la replicacion viral. También existe
la region no codificante de aproximadamente 1000 pb, que se denominan
“upstream regulatory region” (URR) o “long control region” (LCR), que
contienen las secuencias que regulan la expresién de las ORFs y que
contienen el origen de la replicaciéon viral. Se sitda entre el final de L1 y del
comienzo de E6 (fig 9) .

VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (HPV):

Estructura gendémica y funcidén de las proteinas virales

Familia papoviridae

ADN de doble cadena circular: 7800-7900 pb
Sin envoltura

Diametro aprox. 55nm

Capside icosaédrica

Regiones codif. (ORFs)
6-7 tempranas E1, E2,E4,E5,E6 y E7

E1 Replicacion del ADN viral y mantenimiento del plasmido
E2 Regulacion de la transcripcion viral
E4 Unidn a las citoqueratinas
f ion celular. ion con FC
E6 Transformacion celular, unién a p53 y su degradacion
E7 Transformacién celular, unién a pRb y activacién de la
transcripcién celular

2 tardias L1yL2

L2 Proteina de menor tamaiio de la capside
L1 Proteina de mayor tamaiio de la capside

Regidn no codif. (URR)

Final L1 y comienzo E6
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Fig 9. Estructura genémica del VPH

En orden distal de las ORFs son:

E6 y E7 codifican paraproteinas que son capaces de inducir
proliferacion celular y su transformacion. Se expresan en todos los VPH que
estan asociados a patologia, incluyendo lesiones de bajo grado e interfieren
directamente con proteinas claves de la maquinaria del ciclo celular, teniendo
significacion pronéstica y terapeutica.’%'3

E6 codifica una oncoproteina de aproximadamente 150 aminoacidos que contiene

dos juegos de repeticiones de cisteina que forman un dedo de zinc que es importante
para su funciéon. La funcién biolégica de mayor trascendencia del E6 identificada hasta el
momento atafie a la inactivacion de la proteina supresora de tumores p53.'% Las
porteinas E6 de VPHs de alto riesgo también interaccionan con una proteina que se une
al calcio, la ERC-55 y la paxilina, una proteina del citoesqueleto, si bien la importancia de
estas interacciones estan por dilucidar.

E7 codifica una oncoproteina de aproximadamente 100 aminoacidos con un
dominio amino terminal que tiene una secuencia y funcién similar al E1A adenoviral, al
antigeno de gran tamafio T del poliomavirur SV40, y a la ciclina D1 celular. También posee
un dominio carboxi-terminal que contiene un dedo de zinc como el de E6. La funcién mas
importante de la proteina E7 de los VPHs de alto riesgo es la inactivacion de la proteina
del retinoblastoma (pRB). Ademas es capaz de formar complejos con varias proteinas de
la célula huésped, incluyendo las proteinas p21 y p 27, las cuales tienen un importante
papel regulador durante el crecimiento y la diferenciacién epitelial.'>'® En determinadas
circunstancias, posiblemente a través de la interaccién con p21, se ha observado, que la
E7 es capaz de inhibir las funciones de p53. También aumenta los niveles de las ciclinas A
y E de las fases del ciclo celular G1-S y estimula la actividad de la kinasa dependiente de
la ciclina CDK2 (fig 10).7%18
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PARADA DEL
CICLO CELULAR

Cirved | P53 > bax—> APOPTOSIS

——— PRB-E2F ——»

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

Fig 10. Funciones de las proteinas E6-E7

Las proteinas E1 tienen una atividad helicasa importante para el

mantenimiento y la replicacién genémica viral.

E2 codifica una proteina llamada E2°TR (de 28-31 KDa) que tiene
efectos positivos y negativos sobre la transcripcién de los demas ORFs. Esta
poco conservada segln algunos de los genotipos, pero existen secuencias
qgue definen dominios estructurales, cuyo grado de conservacion es muy
alto.’” Los lugares estan formados por unas secuencias palindrémicas
ACCGN4CGGT repetidas en tandem. En la mayoria de los VPH se han
encontrado al menos cuatro de estos “motivos”. El producto completo de E2
puede actuar como activador o represor de la transcripcion y esto depende
de la localizacién de los puntos de union respecto al promotor, asi como
estar involucrada en la segregacion del genoma y en la encapsulacién. No
ocurriendo lo mismo en el caso de E6, cuya funcion es siempre represora de

la transcripcién.’®

E4 codifica una proteina que se encuentra de forma mas abundante
en las verrugas y es mayoritariamente expresada en las células de estratos
superficiales diferenciadas. Algunas formas de E4 codifican proteinas que se

unen y disgregan la red de queratina citoplasmatica, al unirse a la filagrina,
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produciendo una vacuola citoplasmatica en las células que se han

diferenciado apropiadamente.

E5 parece tener actividad mitogénica y potenciar los efectos de E6 y
E7. Codifica una pequefa proteina que parece unirse a diferentes proteinas
de la membrana huésped, incluyendo receptores de factores de crecimiento.
También contiene unas secuencias reguladoras 3 poliadeniladas para todos
los genes de la region E. Su papel en la carcinogénesis es controvertido
porque su expresion frecuentemente se pierde en el proceso de integracion

viral, pero se piensa que potencia los efectos de EG, E7. 20-22

E8-ERC codifica una proteina de reciente descripcion que consta de
la fusion del producto de un pequefio ORF E8 con parte de la proteina E2.
Esta proteina de fusion tiene un tamafo de unos 20 kDa y es capaz de
reprimir la replicacion del ADN viral asi como su transcripcion, por ello se
cree que juega el papel mas importante en el mantenimiento de la latencia

de viral observada en las células basales del epitelio infectado.?3

Las regiones tardias L1 y L2 codifican proteinas de la caspide viral.
L1 codifica la proteina de mayor tamafo y esta altamente conservada entre
los distintos genotipos de VPH. También contiene los determinantes
antigénicos para la reaccién cruzada entre los diferentes tipos de VPH y esta
altamente glicosilada. L2 codifica una proteina de menor tamafio que es

altamente variable entre los genotipos.

2. Clasificacién

La familia de los VPH cuenta con mas de 118 tipos diferentes
(aislados y secuenciados) de los cuales, aproximadamente 40, se asocian
a infecciones del tracto genital y 12 son clasificados como

carcinogénicos.?
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Dado el rapido incremento en el numero de VPH aislados que se
han demostrado de forma clara, se ha necesitado una clasificacién
taxondmica dentro de la familia Papillomaviridae la cual fue realizada por
Villiers en el afio 2004."" Esta clasificacion intenta cubrir tres objetivos:

» Establecer una relacién entre los distintos tipos de virus del papiloma.

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

* Poder investigar entre la clasificacion taxondémica y biolégicas y las

propiedades patolégicas del virus.

Es problematico correlacionar los grupos filogenéticos con la terminologia
taxondémica tradicional y las propiedades virales. De forma especifica a veces
hay coincidencia con las propiedades patologicas y biologicas , pero esto no

ocurre siempre.

La evolucion de los tipos se ha debatido de forma extensa por varios
autores.?42¢ L os estudios comparativos se realizan usando la proteina EG6,

L1, o bien combinando E6-E7-L1 ORFs.

La comparacién de las secuencias entre el genoma completo de los 118
VPH revela una gran diversidad entre virus, pero se ha encontrado una
distribucién similar comparando las secuencias L1 y ORF, lo que ha dado
tres niveles de clasificacibn taxondémica nombrandolos como género,
especies y tipos. Este grupo de trabajo utilizé la clasificacion estandar de la
“International Comittee on the Taxonomy of Viruses” (ICTV) que le condujo
a una interpretacion oficial de grupos filogenéticos como tipos de VP,

“géneros”y “especies” respectivamente.
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Criterios para género y especie

Esta clasificacion se establece comparando la extensa secuencia de los
virus usando L1 y ORF de 96 tipos de papiloma virus humanos, y 22
papilomavirus animales, estableciendo la clasificacion con los siguientes
criterios:

1- El grupo principal de tipos de VPH (por ejemplo los genitales), que
previamente fueron denominados “supergrupos”. Para esta taxonomia
se introduce el término “género”. La diferencia reside en que
comparten menos del 60% de la secuencia identificada en L1 y ORF.
Taxondmicamente se denominan: alfa, beta, gamma, delta, épsilon,

gue corresponden a genotipos humanos del virus del papiloma.

2- Los grupos de orden menor de VPH ( por ejemplo VPH-6, 11, 44, 55),
llamados “grupos” , “subgrupos”, o “agrupaciones menores”. En la
nueva clasificacién se denominan “especies”. Asi cada especie dentro

del género comparten entre 60% y 70% de identidad de nucleétidos.

3- Los tradicionalmente denominados tipos de VPH estan dentro de las
especies que comparten entre 71% y 89% de identidad de

nucleotidos.

Los tipos de papilomavirus, tanto humanos como animales, que se
conocen hasta el momento, forman 16 géneros distintos, 5 de ellos estan
compuestos exclusivamente por VPH y papilomavirus identificados en

monos, los otros géneros contienen tipos encontrados en varios mamiferos.

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

VPH asociados con epidermoplasia verruciforme cutanea.



26

Filogenéticamente existe un nivel por debajo del género y por encima del
tipo de VPH que es la especie. El término no es usado por los
investigadores. Todos los VPHs del género alfa-papilomavirus forman 15
especies.

Un ejemplo de especies son los nimero 9 que se agrupan con los tipos VPH-
16, 31, 33, 35, 52, 58,y 67; de todos ellos el mas estudiado es el 31 que

comparte similitud biolégica y propiedades clinicas con el VPH 16 (fig 11).

Genus
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Fig 11 Clasificacion taxonémica de Villiers

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

riesgo y tres genotipos (34, 57, y 83) se asocian a riesgo indeterminado.?’
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Cuando se compara con el grupo filogenético se observa una
discrepancia entre dos genotipos de VPH: el VPH 70, clasificado
filogenéticamente como alto riesgo, pero calificado en la clasificacién
epidemiolégica como bajo riesgo; y el genotipo VPH 73, el cual fue
clasificado como un bajo riesgo filogenéticamente pero genotipo de alto

riesgo epidemiolégicamente.
Esta clasificacion epidemiologica tiene una importante implicacién para
la puesta en marcha de estrategias de cribado, mediante detecciéon de ADN

de VPH sobre todo para los genotipos de alto riesgo (tabla 2).

Tabla (2) Clasificacion epidemiolégica Mufioz 2003

Clasificacién Clasificacién epidemiolégica
filogenética
Alto riesgo Bajo riesgo
Alto riesgo 16,18, 31,33, | 70
35, 39, 45,
51, 52, 56,
58, 59, 68,
82, 26*, 53%,
66*
Bajo riesgo 73 6,11,40,42,43,44,
54,61,72,81,
CP6108

En funcion de su tropismo se clasifican en cutaneos y mucosos. Los
primeros se detectan en lesiones como verrugas cutaneas, en enfermos con
epidermoplasia verruciforme y en algunos canceres de piel no melanoma. En
relacién con su potencial oncogénico, los mucosos se clasifican de alto (VPH-
AR) y de bajo riesgo (VPH-BR). Datos procedentes de 11 estudios de casos
y controles que exploraban la asociacién entre infeccion por VPH y cancer de
cérvix realizados en diferentes paises han identificado genotipos virales de
alto riesgo (16,18,31,33,35,39,45,51, 52, 53, 56,58,59, 66, 68,73 y 82);
y de bajo riesgo ( 6, 11, 26, 40, 42, 43, 44, 54, 55, 57, 61, 70, 72, 81 y

84).282% E|l 6 y 11 son responsables de verrugas y condilomas genitales. De
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los VPH-AR los mas comunes son el 16, detectable en el 60% de todos los
canceres, siendo también el mas persistente. De otro 10% son responsables
el 18, 31,y 45, éste ultimo principalmente responsable de los carcinomas
invasivos de presentacién temprana, sobretodo en mujeres jovenes, y otros

presentes en lesiones invasivas como son 33, 35, 52 y 58.8

3. Prevalencia de la infeccién por el VPH

El VPH, representa la infeccién de transmisién sexual mas frecuente. A
escala mundial, es el responsable de un 5,2% de todos los tumores humanos,
correspondiendo un 2,2% a paises desarrollados y un 7,7% a paises en vias
de desarrollo.3%3" Se estima la existencia de 310 millones de portadoras de
VPH, de las cuales 27 millones corresponderian a condilomas acuminados,
490.000 cancer de utero y 68.400 casos de cancer de vulva, vagina, pene,

ano y cavidad orofaringea.3°

El 70-80% de las mujeres y los hombres sexualmente activos, han
estado expuestos al virus en algidn momento de su vida.3? Esta infeccion
evoluciona de forma natural hacia la curacion espontanea en mas del 90% de
los casos. En la segunda década de la vida se estima una prevalencia del 20-
25%, pero en algunos grupos de adolescentes o de mujeres jovenes, la
infeccion llega a afectar hasta un 70% de los individuos.333* En la tercera
década la prevalencia disminuye considerablemente y a partir de los 35 afios
se mantiene estable en unos valores proximos al 5%.3°> Estos datos se han
consolidado en un amplio metaanalisis realizado por Silvia Sanjose y
colaboradores, que incluyé 78 estudios internacionales. Este metaanalisis
concluye que la prevalencia de VPH en la poblacion femenina es inferior al
10% en paises desarrollados y ligeramente superior al 15% en paises en vias
de desarrollo.3¢

En Espafia se han realizado varios estudios entre 1992 y 2006 que

analizan la prevalencia de infeccién por VPH de alto riesgo oncogénico en
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mujeres con citologias cervico-vaginales normales, en los cuales la
prevalencia oscilé entre 3,4% y el 17% segun sea la region, o si la poblacién
fue autoctona o inmigrante, siendo la prevalencia mas alta en este Ultimo
caso, aunque en ambas coinciden como genotipos mas frecuentes el 16 y
el18.37

En un estudio realizado en Reino Unido sobre 1075 mujeres de edades
similares, se detectd un riesgo acumulado de cualquier infeccion por VPH en
tres anos del 44%, elevandose al 60%, en 5 afos, siendo el VPH 16 el tipo

mas frecuente.38

La prevalencia del VPH de alto riesgo, tiene una gran variabilidad de
distribucién a lo largo de todo el mundo, pero en la poblacién general se
correlaciona muy bien con las tasas de incidencia de cancer de cuello de
Utero en todas las regiones del mundo.?® Segun los datos de la Agencia
Internacional de Investigacion del Cancer (IARC), la prevalencia de VPH varia
segln las areas geograficas, siguiendo una distribucion similar a Ia
prevalencia de cancer de cérvix; la distribucion de los tipos de VPH
relacionados en los casos que han desarrollado carcinoma cervical en
estudios internacionales que abarcan 38 paises de los cinco continentes,
confirma el dato de la distribucién universal los genotipos (16, 18, 31, 33,
35, 45, 52 y 58) de VPH mas frecuentes asociados a cancer cervical, con un
papel predominante de los genotipos 16 y 18, asi como del 45 en la

etiologia de adenocarcinoma cervical.?

4. Transmision de la infeccién por el VPH

Es probable que el contacto sexual explique las vias de exposicién a
una infeccion por el VPH por contacto y entrada a la zona de transformacion.
Aunque se presume que la infeccidbn se produce mediante desgarros
microscopicos de la mucosa, es plausible que intervengan otros mecanismos

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

perinatal es posible el paso del VPH de forma ascendente y vertical.

El virus infecta a células del estrato basal, algunos virus tienen un
estado latente, donde hay poca replicacion viral, manteniendo el genoma en
estado silente o con poca expresion génica, aprovechando la maduracion del
epitelio donde el virus se replica de manera masiva (de 50 a 100 copias).*

(Fig 12)
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VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (HPV):

Estrato T
escamoso
maduro T
Estrato
escamoso
Células
parabasales
Células T
basales
Membrana Basal
Epitelio
Normal

Adaptado de Frazer IH. Nature Rev Immunol. 2004:4.46-54

Fig 12. Mecanismos de transmisiéon y replicacion viral

El ciclo vital de los VPHs se encuentra estrechamente ligado al
programa de diferenciacién de su célula huésped. El epitelio escamoso esta
compuesto por 20 a 30 capas de células, de las cuales solamente la capa
basal mas interna se divide de forma activa. Los VPHs al igual que otros
virus, aprovechan la dinamica celular para replicarse, y en el cuello se
benefician de la maduracién del epitelio metaplasico para poder expresar sus
genes de forma secuencial; en primer lugar en las capas basales son los
genes tempranos (E1, E7) y después en las capas superficiales mas
diferenciadas se expresan sus proteinas tardias (L1 y L2), que forman la
capside y permiten el ensamblaje de nuevas particulas virales que se liberan
y repiten el ciclo infeccioso. En las capas intermedias, tanto células como
virus se replican en tandem, sin haber amplificacién de las copias del virus y

con poca expresion de los genes anteriores.

Tras la infeccibén, el virus se establece en las células basales, en forma

de episomas (DNA no integrado), con algunas decenas de copias de genoma
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viral por célula que se replican coordinadamente con la replicacién celular.
Cuando las células emigran hacia estratos superiores y se diferencian, la
replicacién celular cesa, pero en algunas formas de infeccion, el genoma viral
se amplifica en las células escamosas superficiales hasta llegar a varios miles
de copias por célula. Ademas, al llegar a estos estratos altos, y sélo en ellos,
se activan los genes tardios, dando lugar a la produccién de proteina de la
capside con aparicién de viriones completos. En las capas superiores, donde
el epitelio es diferenciado, el virus se amplifica sin replicacion celular,
llegando a alcanzar 1000 copias del genoma viral por célula. En este
momento, comienzan a expresarse los genes de las proteinas estructurales
(LT y L2), asi como el de la proteina E4, produciéndose el ensamblaje de la
capside del virus. Las células superficiales en las que se acumulan
numerosos viriones completos muestran caracteristicas morfologicas

peculiares y reciben el nombre de coilocitos.

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

genotipos virales.*3

En el tracto genital, el VPH se transmite por contacto piel con piel, o

mucosa con mucosa , teniendo ciertos genotipos especial tropismo tanto en
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mujeres como en hombres. Ello da lugar a infecciones subclinicas de la piel
en la region genital, las cuales pueden ser detectadas por técnicas que
identifiquen la presencia/ausencia del ADN del virus. Una pequefia proporcion
de estas infecciones pueden manifestarse como enfermedad benigna o
maligna. En el tracto genital femenino, puede causar condilomas acuminados,
lesiones precancerosas o lesiones cancerosas en tracto genital inferior. El
VPH se implica también en la etiologia del cancer anal, vulvar, vaginal,
carcinomas de cabeza y cuello. De los mas de 100 genotipos de VPH
asociado a infecciones, aproximadamente 40 se asocia a infecciones del

tracto genital femenino.'"#4

La inmunidad celular contra la infeccién viral es critica en el control y
aclaramiento del VPH y por tanto, en el desarrollo, persistencia, y/o
progresién de las lesiones displasicas.*> Las células de Langerhans son las
encargadas de presentar los antigenos virales a los queratinocitos,

produciéndose una respuesta inmune contra la infeccion.*®

Cofactores de transmision

Las caracteristicas histolégicas y de localizacion de la zona de
transformacién escamoso-columnar en el exocérvix, sobre todo , de las
mujeres jovenes pueden explicar el mayor riesgo de infeccion entre las
mujeres que inician a edades tempranas la actividad sexual.

El riesgo de contagiarse por el virus esta relacionado con el
comportamiento sexual de la mujer: edad del primer coito, nimero de
compafieros sexuales y relaciones con hombres que tienen o han tenido
multiples parejas sexuales.

En este sentido, se ha puesto de manifiesto el efecto protector en la
mujer de la circuncision masculina, favoreciéndose la disminucion de la
infeccion y transmision viral, ya que el epitelio queratinizado aumenta la
resistencia a la entrada viral. La circuncisién no sélo reduce en el hombre el

riesgo de infectarse por el VPH, sino que ademas, las mujeres monégamas



34

gue tienen relaciones con un varén promiscuo circuncidado tienen un riesgo

significativamente menor de presentar un cancer cervical.*’

El posible papel del preservativo como profilactico de la transmisién
del VPH es controvertido;*® admitiendo que el uso correcto del preservativo
durante todo el contacto sexual puede actuar como una barrera,

disminuyendo el contagio.

5. Duracién de la infeccién por el VPH, aclaramiento y

persistencia

La mayor parte de las infecciones por el VPH son asintomaticas y se
producen de forma transitoria, desapareciendo entre los 12 y 18 meses, con

un aclaramiento total del virus en el transcurso de 24 meses. 4°

Las infecciones de la mucosa cervical se denominan latentes, cuando
no producen lesién celular, y sélo son detectables por técnicas especificas
de deteccion del ADN viral, ya que aln no hay signos morfolégicos de

accion viral.>°

Cuando el virus produce lesiéon celular, puede expresarse clinicamente
como lesiones genitales asociadas a genotipos de bajo riesgo
(6,11,40,43,44,54,61,70,72,81,CP6108), siendo el 6 y 11 el 80% de los
causantes de los condilomas acuminados, aunque no se pueden excluir como

posibles agentes carcinogénicos.

Los VPHs de alto riesgo oncogénico, sobre todo los genotipos 16, 18
y 45, pueden iniciar la alteracién celular con lesiones escamosas de bajo
grado (LSIL), y con un curso clinico silente, pero pueden progresar a lesiones

intraepiteliales de alto grado (HSIL). Hay genotipos de alto riesgo, como el
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45, que no se suele relacionar con lesiones de bajo grado, pero si con

carcinomas invasivos de aparicién temprana.>’

Si la infeccion persiste y no se aclara el virus, estas pacientes pueden
desarrollar un carcinoma de cérvix,” aunque esta progresiéon sélo ocurre
aproximadamente en un 1 % y suelen relacionarse con la presencia de
genotipos de alto riesgo sobre todo 45, 16 y 18 si se presentan como

infecciones Unicas.>’

La duracién media de la infeccibn por VPH es variable, segun los
distintos estudios pueden oscilar desde 6 a 24 meses. Por lo general, los
virus de alto riesgo, tienen una persistencia de mayor duraciéon que los de
bajo riesgo.>? La duracion de la infeccion es dificil de determinar ya que
puede variar si es de adquisicién reciente (infeccién incidente) o bien si no se
conoce el momento de la adquisicion (infeccién prevalente), afadiendo

ademas posibles reinfecciones.

En el seguimiento clinico es mas frecuente el aclaramiento de la
infeccion que la persistencia, sin haberse establecido un acuerdo
consensuado del tiempo que ha de transcurrir para considerar una infeccién
como persistente. En la practica clinica, se define la persistencia como la
deteccion del mismo genotipo viral en dos o mas determinaciones realizadas
en un periodo de tiempo que oscila de uno a dos afos. La persistencia de la
infeccion durante seis meses suele ocurrir en el 50% aproximadamente de
las mujeres infectadas, y tras 5 afilos de seguimiento solo persisten un 7%.2°
El factor de riesgo mas significativo para predecir la persistencia de la
infeccion es la presencia del ADN del VPH en las células del epitelio cérvico-

vaginal.3?

Numerosos estudios epidemiolégicos y moleculares han evidenciado

qgue la persistencia de las infeccién por tipos de VPH-AR es imprescindible
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para el desarrollo de lesiones intraepiteliales de alto grado con fenotipo

neoplasico (H SIL: CIN2 y CIN3) y cancer invasivo.>3-55

Un 25% de las mujeres con infecciones transitorias por el VPH
muestran cambios citopaticos propios de las lesiones intraepiteliales de bajo
grado (LSIL: cambios por VPH, CIN1) detectables en la citologia.’® Se ha
observado que el CIN1 remite con particular frecuencia, en especial en
adolescentes y mujeres jovenes, en las que a los 12 meses han remitido el
61% de las lesiones y a los 36 meses la remision es del 91%.° La

probabilidad de remisién es menor en edades mas avanzadas.°°

Los estudios de identificacién y genotipado parecen evidenciar que el
aclaramiento de la infeccién por el VPH precede a la remision de los cambios
citologicos.>® En estudios de persistencia y aclaramiento realizado sobre
citologias con atipias citolégicas, al afo, la tasa acumulada de aclaramiento
de la infeccién por el VPH-AR en las mujeres con CINT fue del 29%, lo que
permitié predecir la regresion de los cambios morfoloégicos a la normalidad en

la citologia convencional.

Todas las mujeres que aclararon la infeccién por el VPH-AR lo hicieron
a los 40 meses de seguimiento. La tasa de aclaramiento disminuye con la
mayor gravedad de la lesion intraepitelial. Estos datos indican que puede
evitarse el sobretratamiento de las mujeres con citologia de LSIL mediante
un periodo de seguimiento que permita el aclaramiento de la infeccion por el
VPH-AR y la remision de la lesion, segun la secuencia temporal que sigue la

infeccion por VPH (fig13).

Para disminuir la persistencia, algunos estudios sugieren que el uso del
preservativo facilita el aclaramiento del VPH y la remisién de las lesiones
intrapiteliales del tracto genital, por lo que es recomendable su uso en estos

casos. Asi mismo, se ha comprobado que en las mujeres afectadas por el
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VPH, el riesgo de cancer invasivo disminuye si tienen una historia adecuada

de cribado citolégico.>®

La resolucién de la infeccién parece dar un cierto grado de proteccién
respecto a la reinfeccion para el mismo genotipo de VPH con cierto grado
de inmunidad cruzada entre otros tipos virales. Otros factores para la
progresién neoplasica incluyen el uso de anticonceptivos orales, alta paridad
y habitos tbxico, dietas pobres en frutas y verduras, asi como coinfecciones
de transmision sexual como Chlamidias y virus del herpes simple pueden

ayudar a la progresiéon.>?

RELACION ENTRE HPV-SIL-CARCINOMA

»'Secuencia temporal

Infeccidn productiva

HPV .

Infeccién Iatentefy > SIL de bajo grado

P 4 4
/ .-'f,
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Fig. 13 Secuencia temporal Infeccién viral-SIL-Carcinoma
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6. Factores de riesgo para la infeccién por VPH

Si bien la infeccién viral es causa necesaria para poder desarrollar una
lesion preinvasiva y de forma posterior un carcinoma, es cierto que no en
todas las mujeres infectadas se desarrolla una transformacién neoplasica; asi
gue tienen que existir otros factores exdgenos, endbégenos, caracteristicas
virales, respuesta inmune y una suceptibilidad genética que en conjuncién

con la infeccion por VPH puedan determinar esta progresion.®°

a) factores genéticos

Se han realizado mdultiples estudios que indican que aspectos
genéticos juegan un papel en la oncogénesis, sin dejar claro si la infeccion
por VPH induce mutaciones genéticas o si algunos individuos tienen mas
susceptibilidad a la transformacion celular inducida por el virus a razén de la
existencia de polimorfismos genéticos. La naturaleza causal y el mecanismo
por el cual el gen de la célula huésped inicia la regulacion de la expresion
oncogénica del VPH y previene una inmortalizacion celular inducida por el
virus, aun es desconocida. Se han asociado algunas mutaciones con la
oncogénesis (acido retinoico receptor (RARA), polimorfismos de p53 (TP53),
polimorfismos de interleuquina (IL)-10(IL10), gen metilenetetrahidrofolato
reductasa (MTHFR), loci susceptibilidad EVER1T y EVER2 (TMC6 y TMC8), gen
WAF1(CDKNTA)).61:62

Aunque los genes del sistema HLA se han investigado de forma mas
extensa, se necesitan mas estudios acerca de los mecanismos de estos
procesos que contribuyen a la asociacion entre polimiorfismos genéticos del

sistema HLA vy la susceptibilidad de canceres asociados al VPH.%3
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b) Factores virales

El genotipo viral es el factor de riesgo mas importante de persistencia
viral y de progresion hacia una lesion preinvasiva, siendo los genotipos 16 y
18 los que presentan un mayor riesgo de progresién. Concretamente el VPH
16 presenta un riesgo absoluto de diagnéstico de cancer de
aproximadamente el 40% a los 3-5 afos tras infeccidon persistente

(71,72,73).5465

Las mujeres infectadas por mas de un genotipo de VPH tienen un
riesgo total mayor de desarrollar un cancer que aquellas infectadas por un
genotipo, pero aun no esta claro la suma de riesgos.®® Se ha comprobado
que las mujeres previamente infectadas por el genotipol16, son mas
susceptibles de infectarse por otros genotipos como el 58. Ademas se ha
determinado mayor carga viral de genotipo 16 cuando se presenta como
multiinfeccion que cuando la infeccidén es s6lo por este genotipo, por lo que
aun no hay nada claro sobre si la multiinfeccion actda como una accién viral
sinérgica o al contrario como competitiva para la infeccion y desarrollo de

lesiones.5¢

El VPH 16 tiene una consideracion especial en los programas de
prevencion ya que causa la mitad de los casos de cancer de cérvix en todo
el mundo y es el principal tipo carcinogénico en cada pais estudiado,®” siendo
este genotipo el mas comun de la poblacion general, ya que se encuentra
aproximadamente en el 20% de infecciones entre mujeres con citologia
normal,® el 20% entre mujeres con ASCUS, el 26% con lesiones de bajo
grado y un 45% con cambios de alto grado, aunque no produzca mas

anomalias citol6gicas que otros genotipos de alto riesgo.®®

El VPH 16 estudiado de forma prospectiva persiste una media de
tiempo mas prolongado que cualquier otro genotipo, asi como se asocia su

persistencia al desarrollo de lesiones precancerosas.®®
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El VPH 18, proporcionalmente, se ha asociado mas a
adenocarcinomas, asi como el VPH 45 se asocia en mayor proporcién a

lesiones precancerosa y a carcinomas invasivos de aparicion temprana.”®

Los ocho genotipos de alto riesgo, asociados a neoplasia mas
comunes son el 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52, y, 58, con diferencias en la
distribuciéon por regiones. El genotipo 33 es mas frecuente en Europa
mientras que los genotipos 58 y 52 son los mas frecuente en Asia. El uso
notable del anadlisis secuencial para la identificacion del genotipo ha
demostrado en estudios de metaanalisis, que los genotipos de alto riesgo se
asocian en multiinfecciones del epitelio cervical, con una ligera disminucién
de la infeccién por un solo genotipo, como el 16. Cuando se producen
infecciones por el genotipo 45, se ha podido comprobar que desarrolla
lesiones preinvasivas en mujeres mas jovenes que cuando estas lesiones

tienen como agente causal el genotipo 16.

Los VPHs de bajo riesgo, suelen producir infecciones por un solo
genotipo y estas no suelen desarrollar lesiones de alto grado o invasivas,
sobre todo el genotipo 6, a no ser que estén asociadas a genotipos de alto

grado.8

Los genotipos 16, 18 y 45, tienen una integracién mas efectiva en el
genoma humano que otros genotipos, por lo que pueden desarrollar de

forma mas rapida lesiones de alto grado.”’

Practicamente los carcinomas invasivos de cuello de cérvix, de
presentacién insidiosa como habiamos expuesto anteriormente, suelen ser
positivos para VPH 45, lo que indica una integracion en el genoma humano
de forma rapida y un tiempo de progresién mas corto para el desarrollo de

carcinoma, la mayoria de las veces sin pasar por estadios preinvasivos.??
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Otros genotipos clasificados filogenéticamente como oncogénicos son 26,
30, 67, 69 y 82 aunque no se sabe con exactitud el mecanismo de

carcinogénesis asociado por su escasa evidencia epidemiolégica.

c) Factores medioambientales

La transformacion maligna secundaria a factores ambientales esta
bien establecida y documentada para algunos tipos de canceres, sin embargo
no estan tan claros estos factores en relacion a la oncogénesis del VPH, ya
gue no hay un modelo animal para poder confirmar epidemiolégicamente

esta vinculacion.

Hay factores de riesgo asociados a la adquisicién del virus, como la
exposicion a parejas sexuales de alto riesgo o promiscuas, el elevado nimero
de parejas sexuales, la falta de higiene genital, no utilizar métodos barrera
(uso del preservativo) durante la relacién sexual o la falta de circuncision en

el varén.®o

-La edad de inicio de las relaciones sexuales es un conocido factor de
riesgo. La prevalencia de VPH mas alta comprende las edades inmediatas al
inicio de las relaciones y responde a los patrones de comportamiento sexual
de la comunidad.’® En grupos de edad de 15 a 25 afos, si tienen
comparfieros sexuales distintos, la prevalencia puede llegar a ser del 30 al
40%. Después de este pico, sigue una disminucibn muy marcada, que se
estabiliza en edades de 25 a 40 afos en un 3-10%, interpretandose esta
cifra como una medida indirecta del nimero de mujeres portadoras crénicas
de la infeccién viral, y por tanto, del grupo de alto riesgo para progresion
neoplasica. En algunas poblaciones se ha observado un segundo pico de
prevalencia en mujeres postmenopadsicas, postulandose que fuera el reflejo
de una reactivacion de la infeccién latente y que se asociaria a la reduccién

fisiolégica de la inmunidad natural con la edad.®3
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-Coinfecciones. Chlamydia trachomatis parece ser un cofactor que

actla por induccién de inflamacioén crénica y metabolitos mutagénicos.

-Anticonceptivos hormonales: Existe una relacién a largo plazo
entre la infeccién por VPH y el uso prolongado de anticonceptivos, sobre
todo tras diez aflos de tratamiento ya que se produce un cambio en la
respuesta inmunitaria local. Se estima que el riesgo de infeccion disminuiria

después de ocho afos de suspenderlos.”?

Otros cofactores implicados en la transformacién neoplasica incluyen
los siguientes: otras enfermedades de trasmision sexual, obesidad,
exposiciones a radiaciones ionizantes, alteraciones hormonales, habitos

téxicos y dieta.

7. Mecanismos de oncogénesis y respuesta inmunitaria del

huésped

a) Interaccién virus huésped. Inmunidad de la infeccién VPH

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

especie ni en el tropismo de los VPHs.
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Tanto el reconocimiento de la infeccion viral por la célula huésped
como el tropismo especifico de cada subtipo viral van a determinar los

efectos citopaticos en los tejidos especificos.

-Inmunidad celular e inmunidad humoral.

La inmunidad celular esta representada principalmente por los
linfocitos T que actlan a nivel de tejido local mediante intimo contacto
célula a célula. La respuesta humoral, por el contrario, viene mediada por las
células B bajo la induccion de las células T “helper”. Los productos
biolbgicamente activos de los linfocitos B son los anticuerpos (AC), quienes
seran los efectores de la respuesta inmune. Tanto las células T como los AC
tienen en comdn su actividad frente a los focos donde un antigeno extrafo
esta presente, las diferencias radican en que, mientras las células T
reconocen ese antigeno asociado a moléculas de la superficie celular (HLA),
los AC lo hacen tanto frente a antigenos presentados en superficie como
frente a antigenos en forma soluble, en este ultimo caso con mayor

especificidad.

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

infecciones requiere, sin duda, mecanismos de inmunidad especifica.

En el epitelio cervical existen células especificas con capacidad de
actuar como presentadoras de antigenos, son las células reticulares de
Langerhans, aunque algunos queratinocitos también desarrollan esta
capacidad. Estas células fagocitan las particulas virales para digerirlas en

endosomas y comenzar un proceso de activacién que incluye la presentaciéon
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en superficie de cadenas polipeptidicas del antigeno junto con HLA de clase
ll, CD40 y B7, asi como la migracion a los ganglios linfaticos locales. Estas
células activadas seran reconocidas por linfocitos T CD4+, que seran
activados, Unicamente, si existe reconocimiento de todas y cada una de las
moléculas de superficie implicadas: HLA de clase Il a través del propio CD4,
el polipéptido viral mediante el TCR, CD40 a través de CD40-ligando y B7
mediante CD28. Los linfocitos T CD4+ activados, evolucionaran hacia
linfocitos “helper” (Th) en el contexto local de expresion de ciertas
interleuquinas (IL), de modo que, si predomina la de tipo IL-12, se promovera
la diferenciacion hacia una via Th1 que inducira la activacion y proliferacion
de los linfocitos T CD8+ citotéxicos especificos (CTL+8) y la produccion de
IL-2 e Interferon-y fundamentalmente; por el contrario si en el contexto local
no se expresa IL-12, se promovera la via Th2 que inducira la activacién y
expansion de linfocitos B, los cuales evolucionaran, diferenciandose, hacia
células plasmaticas productoras de Ac frente a las proteinas virales; por otra
parte, se inducira expresion de interleuquinas del tipo IL4, IL5, IL6, IL10.....

Una vez activados, los linfocitos T y B deberan reconocer a las células
infectadas, ahora en el contexto del HLA de clase |, de lo contrario no se
producira el proceso de expansion clonal necesario para la elaboracion de una

respuesta inmunolégica eficaz.

Los CTL+8 tendran la capacidad de actuar frente a la infeccién viral
establecida mientras que las células B plasmaticas produciran anticuerpos
gue actuaran frente a los antigenos virales de origen externo que sean

expuestos durante ésta y las sucesivas infecciones por VPH.

La infeccion y el crecimiento viral vegetativo son completamente
dependientes del ciclo de diferenciacién del queratinocito. Evidencias clinicas
han demostrado que la expresion génica viral esta confinada al queratinocito
0 a células con potencial para la maduracién escamosa. El tiempo para
desarrollar una infeccion por el virus suele ser de tres semanas, tiempo

requerido para que los queratinocitos basales completen la diferenciacién y
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descamacion. El periodo entre infeccién y aparicion de lesiones es altamente
variable y puede desarrollarse desde semanas a meses. En estas infecciones
no suele producirse muerte citopatica o citolisis como consecuencia de la
replicacién viral, ensamblaje o liberacién de particulas virales porque los
gueratinocitos son células destinadas a morir y descamarse lejos de los
lugares de vigilancia inmune. Los queratinocitos cargados de virus tienden a
morir por “causas naturales”, por ello estas infecciones no se acompafan de
inflamacién y no hay sefales obvias de dafio celular o alerta del sistema

inmune por la presencia del virus.”374

b) Mecanismo de evasion tumoral, persistencia de Ila

infeccion viral

Muchos virus son capaces de mantener infecciones a largo plazo sin
efectos citopaticos aunque con produccion de viriones, bien de forma
crénica o bien con reactivaciones productivas intermitentes. El patrén de
infeccion, crénica o latente, y la aparicién de brotes con efectos citopaticos,
va a ser totalmente dependiente de las condiciones celulares del huésped. La
persistencia de la infeccion viral requiere la evasién de la deteccion y
eliminacién de las células virales por el sistema inmune.

Estos procesos de evasion pueden ocurrir por diferentes vias; en
ciertos casos los virus presentan antigenos de superficie muy variables que
conducen a la sintesis de un exceso de anticuerpos, no neutralizantes, que
pueden llegar a interferir con los que si tienen esa capacidad de
neutralizacion.

Se ha observado otro mecanismo de evasidén en ciertos tumores en
los que la respuesta inmunitaria se evita mediante la deplecién de la
expresion de moléculas del MHC. Este mecanismo de evasidén se evidencia,
fundamentalmente, en aquellos tumores en los que no es posible mimetizar
la presencia de antigenos de superficie por ser necesarios para el

mantenimiento del fenotipo tumoral.
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Muchas infecciones viricas toman como diana a células
inmunocompetentes como CD4+T y células de Langerhans, comprometiendo
asi la eliminacion de la infeccion por alteracion de los mediadores en el
montaje de la respuesta inmune. En verrugas genitales se ha observado una
disminucion notable del nimero de células de Langerhans, con la
consiguiente disminucién de la capacidad de presentacion antigénica.
También se han constatado importantes disminuciones en la actividad de las
células NK, con funciones de inmunidad inespecifica, en lesiones premalignas

y malignas.’374

Como se ha explicado en puntos anteriores, los VPHs, infectan las
células basales del epitelio cervical y aprovechan el proceso de diferenciaciéon
del epitelio para sintetizar las proteinas que le permitiran ensamblar nuevas
particulas viricas. Las células epiteliales infectadas activan su mecanismo de
defensa celular consistente en una revision de la secuencia del ADN antes de
dividirse. Este proceso ocurre durante una fase del ciclo celular y esta
dirigido por una cascada de proteinas entre las que destacan la p53 y la
proteina Rb. Cuando la célula localiza el ADN viral, en un proceso
perfectamente regulado, intenta reparar el error y dado que este ADN es
excesivamente grande como para ser eliminado, p53 y Rb dirigen a la célula
infectada a una “muerte celular programada” por apoptosis, evitando asi que
esta célula sirva de propagadora de la infeccién. Los tipos de VPH-AR, se
protegen de este mecanismo celular sintetizando unas proteinas que
bloquean este sistema de defensa celular. Los genes E6 y E7, transcriben un
producto cuya traduccion resultara en la produccion de las proteinas E6 y E7
gue respectivamente seran capaces de bloquear a p53 y Rb del ciclo celular
y protegerse de la muerte de la célula por apoptosis, pudiendo de este modo
seguir utilizandola como centro de produccién de particulas virales. Por esto
E6 y E7 deben considerarse, a todos los efectos, oncogenes virales.”> El
proceso de bloqueo de p53 y Rb por las proteinas E6 y E7, no tendria mayor
problema si no resultase en una inmortalizacién celular. Como consecuencia

del bloqueo del sistema de reparacion de errores, la célula no solamente es
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incapaz de eliminar el ADN viral, sino que también se ve imposibilitada para
arreglar errores intrinsecos al ADN celular, de modo que va acumulando
alteraciones genéticas y ademas, como el proceso de apoptosis también se
ha bloqueado, se convertira en una célula inmortalizada con ADN en

progresiva decadencia, es decir, en una célula con fenotipo neoplasico.

Parece claro, que el mecanismo de oncogénesis por VPH comienza con
la expresion de E6 y E7 que bloquean a p53 y Rb y que inmortalizan a la
célula comprometiendo, con ello, la funcionalidad de su ADN; sin embargo,
ciertos experimentos han demostrado que la expresién basal de E6 y E7 en
los VPHs es muy baja ya que la proteina E2, por medio de la region
reguladora URR mantiene practicamente silenciada la expresion de las
mismas. Ante esto, Unicamente una infeccién con gran cantidad de virus
seria capaz de producir las suficientes unidades de E6 y E7 como para iniciar
este proceso. Efectivamente, las infecciones con alta carga viral, en las que
el sistema inmune no es competente para eliminar la infeccién tienen un
riesgo mas alto de transformacién neoplasica. Sin embargo, se ha
demostrado que ciertas infecciones persistentes con baja carga viral,
generan un fenotipo tumoral efectivo. La demostracién de que en la mayoria
de los carcinomas el ADN viral estaba fragmentado e integrado en el genoma
celular, permitié contestar a esta cuestion. En la mayoria de los casos, una
porcion del ADN viral se fragmentaba por la regién E2 , perdiendo ésta su
capacidad de actuar sobre URR y dar la orden de que ésta mantenga
reprimida la expresion de E6 y E7, de este modo, una pequefa cantidad de
virus estara desregulado y producira grandes cantidades de proteina E6 y E7
que iniciaran el proceso de bloqueo de p53 y Rb de modo altamente
efectivo.”076-78

En caso de la existencia de coinfecciones por varios genotipos,
algunos estudios han sugerido que el caso de coinfeccién de un VPH tipo 6
(bajo riesgo) y un VPH 16 (alto riesgo) tienen un riesgo significativamente
menor de desarrollar carcinoma que una infeccibn simple por VPH 16,

aunque se necesitan mas estudios para poder demostrar los posibles
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mecanismos de este antagonismo.”> En cambio hay discordancia entre
autores que no han encontrado relacion en caso de coinfecciones con otros
tipos virales y en cambio otros consideran una infeccion multiple como un

determinante importante de persistencia.”

8. Métodos de deteccién de la infeccién viral

a. Métodos de prevencién primaria: cribado poblacional

No existe acuerdo ente las distintas sociedades médicas sobre la edad
de inicio y fin de cribado, la periodicidad de la prueba y la realizacién

simultanea o no de la prueba del VPH con la citologia.

Existen varias recomendaciones, por ejemplo La Sociedad Americana
del Cancer recomienda que el inicio del cribado sea en los tres primeros afos
después de iniciar las relaciones sexuales pero no mas alla de los 21 afios y
realizarse anualmente si se utiliza citologia convencional o cada dos afios si
se utiliza citologia en fase liquida. Mientras, La Canadian Task Foce
recomienda que el inicio coincida con el inicio de las relaciones sexuales o a
los 18 afos y realizar la citologia cada tres afios hasta los 35 y cada 5 hasta
los 75 afios. La comisién de expertos de la Union Europea hizo sus primeras
recomendaciones en el afo 1991 para los paises miembros. Estas
recomendaciones incluian la realizacién de citologias vaginales en mujeres
entre 25 y 65 afos en intervalos de 3-5 afios. Posteriormente, en 1999, se

recomendo iniciar la realizacion de citologias entre los 20 y 30 afios.

En Espafia, el Programa de Actividades Preventivas y de Promocion de
la Salud (PAPPS), proyecto de la Sociedad Esparola de Medicina de Familia y
Comunitaria, recomienda iniciar la citologia a los 35 afios, inicialmente con
dos pruebas con periodicidad anual y después una citologia cada cinco afos;

también recomienda la bUsqueda activa de mujeres con factores de riesgo de
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infeccion por VPH. Diferentes sociedades médicas (Sociedad Espafiola de
Patologia Cervical y Colposcopia, Sociedad Espafiola de Ginecologia y
Obstetricia y Sociedad Espafiola de Citologia) recomiendan de forma
consensuada realizar la primera citologia a los tres afos después del inicio de
las relaciones sexuales o a partir de los 25 afos. La frecuencia mas
recomendada para la repeticion de la prueba es cada tres afos, tras dos

examenes anuales con resultados normales (Fig 14 y 15).
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DOS PREGUNTAS CLAVES PARA UNA PREVENCION INTEGRAL DEL CANCER DE CUELLO DE UTERO
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Fig 15. Recomendaciones de la SEGO 2010 para screening poblacional en mujeres vacunadas

Los autores argumentan que en Espafia la estrategia de realizacién de
citologias no sigue una linea organizada, lo que conlleva que mujeres
jovenes, con mas medios socioecondémicos y de bajo riesgo estén mas
controladas que mujeres mayores, con menos medios y con un riesgo mayor.
AUn asi, el 20% de mujeres en edad fértil nunca se ha realizado una citologia.
Ser mayor de 55 afos, vivir en una zona rural y pertenecer a clase social mas
baja influye a la hora de seguir examenes ginecolégicos. Asi, el porcentaje de
mujeres que se han realizado una citologia aumenta progresivamente hasta
los 55 afos y, a partir de aqui, disminuye rapidamente. Por otro lado, el
61,1% de las mujeres de poblaciones con menos de 5.000 habitantes se han
practicado una citologia al menos una vez frente al 77,6% de las de
municipios con mas de 200.000 habitantes. Asimismo, casi el 60% de las
mujeres de clases sociales menos favorecidas se han realizado alguna vez el
test de Papanicolaou frente al 83% de las encuestadas con un nivel social

mas alto. En cuanto a la periodicidad de la prueba, el 41% de las
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encuestadas se habia sometido a la prueba durante el Ultimo afo, el 69% se

la habia hecho en los Ultimos tres afos y el 73%, en los Gltimos cinco afos.8°

Citologia de Papanicolaou. Los programas de deteccién precoz
actuales basados en la citologia convencional con Papanicolau, han sido
responsables de la reduccion del cancer de cervical durante las dos Gltimas
décadas. No obstante, este método tiene algunas limitaciones, ya que sélo
permite identificar a aquellas mujeres con signos aparentes de lesion
cervical, pero no aquellas con infeccion latente. Los nuevos métodos de
recoleccion y procesamiento de las muestras mediante técnicas de citologia
en monocapa para tincibn PAP han ayudado a reducir el nimero de

resultados falsos negativos.

El cribado tiene como objetivo detectar lesiones precursoras en el
epitelio cervical que serian el antecedente del cancer invasor. La larga
duracién de las lesiones que lo preceden y el hecho de que puedan
detectarse mediante la citologia y ser tratadas de forma adecuada permiten
la prevencién del carcinoma invasor.

Los programas organizados de cribado poblacional mediante la
citologia de Papanicolaou han demostrado su efectividad al disminuir la
incidencia y mortalidad por cancer de cuello uterino en los paises donde se
han aplicado de forma masiva, por encima del 70-80% de la poblacién, si se
realiza de forma sistematica y continuada durante afos. También los
programas oportunistas o no organizados han logrado disminuir las tasas de
cancer de cérvix aunque en menor medida que los organizados. Los factores
qgue condicionan la efectividad y eficiencia son la incidencia del tumor, la
historia natural de la enfermedad, la sensibilidad de la citologia y las

dificultades de captacion de los grupos de mayor riesgo de cancer de cérvix.

La citologia de Papanicolaou consiste en la toma, observacion e
interpretacibn de una muestra de células del cérvix de diferentes

ubicaciones. Esta prueba detecta cambios inflamatorios, infecciosos o la
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presencia de células anormales y neoplasicas. Las citologias deben ser
interpretadas y por lo tanto estan sujetas a error. Para hacer mas
homogénea la lectura, se han propuesto varios sistemas de clasificacion, de
los que en la actualidad el mas usado es la clasificacién de Bethesda, en la
gue no sblo se clasifican los hallazgos sino que se requiere la valoracion de la

muestra, es decir, si es o no adecuada.’®

La sensibilidad de la citologia exfoliativa es de un 50% y su
especificidad del 98% para poblaciones de baja prevalencia. El volumen de
falsos negativos es elevado. La mayor parte de los falsos negativos se
produce por una toma de muestra inadecuada, y sélo un tercio por errores
en la lectura. Los errores se reducen al mejorar la garantia de calidad del
programa de cribado. En los Ultimos afios se han desarrollado nuevos
métodos para mejorar la calidad de la citologia convencional, con la finalidad
de minimizar errores en la recogida y manipulacion de las muestras y mejorar

la interpretacion.

Desde su introduccion en los afios 50, la técnica de citologia cervico-
vaginal por Papanicolaou ha sido la mejor herramienta para reducir
significativamente la mortalidad por cancer de cérvix. Sin embargo, en los
paises que han puesto en practica un programa de despistaje, el proceso se
ha estabilizado en las dos Ultimas décadas, posiblemente debido a que esta
técnica ha recogido todos los beneficios que ofertaba. La citologia cérvico-
vaginal convencional presenta un numero significativo de limitaciones que
dan lugar a un indice del 5-15% de falsos positivos y del 15-40% de falsos
negativos. Se estima que aproximadamente hasta dos terceras partes de los
falsos negativos se deben a limitaciones en la toma de la muestra. En este
sentido, no todas las células recogidas del cérvix quedan adheridas al
portaobjetos, bien por defecto de la extension, bien porque parte de las
células pueden quedar adheridas al dispositivo de la recogida (cepillo,
espatula). Ademas existen casos donde la adecuada interpretacién de los

extendidos convencionales se ve comprometida por el exceso de sangre,
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moco, células inflamatorias, defectos de fijacion, artefactos provocados por
desecacion y ocasionalmente por el escaso componente celular. Para corregir
estas limitaciones se ha intentado durante afos investigar técnicas
alternativas capaces de disminuir significativamente el nimero de falsos

negativos.?’

En esta linea, la FDA (Food and Drug Administration) aprobd en 1996
un sistema basado en la citologia liquida, permitiendo una homogeneizacion
de la muestra con adhesion al porta-objeto en capa celular fina y fondo

limpio, lo cual facilita sustancialmente su lectura.

Los analisis clinicos que condujeron a la FDA a la aprobacion de esta
técnica se basaron en el estudio de mas de seis mil mujeres y concluyeron
con un aumento significativo en la deteccién de lesiones intraepiteliales y

una reduccién préxima al 30% en el nUmero de muestras no valorables.??

La técnica consiste en una vez recogida la muestra citologica cérvico-
uterina de forma habitual se introduce en un vial que contiene un liquido
conservante (base metanol). De este modo practicamente la totalidad de las
células recogidas se transfieren al vial y quedan fijadas inmediatamente. El
vial se identifica y se envia al laboratorio para su procesamiento. Los porta-
objetos se preparan de forma automatizada, obteniéndose muestras
citolégicas uniformemente distribuidas, limitada a un area circular del porta-
objetos que albergan un nimero aproximado de 50.000-70.000 células. Las
células se disponen en una fina capa, homogénea, libres de moco, sangre y

células inflamatorias

Las ventajas e inconvenientes de la citologia en fase liquida sobre la
convencional segin documentos de consenso de la Sociedad Espafola de
Citologia (SEC), Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia (SEGO) y

Asociacion Espanola contra el Cancer (AECC).
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Ventajas:
Muestras mas representativas
Mejor conservacion de la muestra
Disminuye las muestras no satisfactorias
Aumenta el nimero de lesiones precursoras (En controversia)
Disminuye el nimero de ASC-US y AGC (En controversia)
En el cribado y diagnéstico en patologia cervical:
o Disminuye el tiempo de lectura
o Utilizacion del material restante para analisis ADN-VPH
Inconvenientes:
Tiempo de procesamiento mas largo
Formacién especializada para la interpretacion de los estudios
Necesidad de un periodo, variable, para la lectura
Necesidad de mayor concentracién en la lectura

Sensible aumento del costo en todas las fases del proceso

En gran parte, la citologia de base liquida es capaz de corregir las
distintas fuentes responsables de los falsos negativos. En este sentido, casi
la totalidad de las células recogidas son transferidas al medio conservante
(de acciébn mucolitica y hemolitica), fijandose inmediatamente. El proceso
automatizado de filtracion dispersa y homogeneiza la muestra celular
obteniéndose como resultado una capa fina de células representativas y

libres de artefactos.s3

Los estudios de comparacion en muestras divididas (Split-sample),
directos y de meta-analisis documentados en la bibliografia concluyen que la
citologia liquida mejora la calidad de la muestra en todos los casos,
disminuye el nimero de muestras no satisfactorias, ASC-US y células
glandulares atipicas (AGC), aumenta la sensibilidad en el diagnéstico de SIL

de bajo y alto grado y disminuye el tiempo de lectura.
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La formacién especializada para la interpretacion de los estudios y la
necesidad de un periodo de adaptacion para la lectura, recogida en el
documento consenso como inconveniente de la citologia liquida, podria ser
cuestionada puesto que la adaptacién a una citologia de mayor calidad, sin
elementos enmascaradores (moco, sangre, inflamacién) y sin artefactos de

desecacion debe ser extraordinariamente rapida o instantanea.®*

No hay duda que existe un aumento del costo por proceso cuando se
compara aisladamente la citologia de base liquida con la convencional. Sin
embargo, la significativa disminucion de muestras no satisfactorias, la
disminucion del tiempo de lectura, el aumento en la identificacién de lesiones
precursoras, la disminucion de diagnoésticos de ASC-US, AGC y la posibilidad
de deteccibn y tipificacion del ADN-VPH utilizando la misma muestra y, por
tanto, evitando una segunda consulta, reducen sustancialmente los costes y

ayudan a equilibrar la relacion coste-eficacia.

En resumen la citologia de base liquida disminuye significativamente la
pérdida de células con respecto a la citologia convencional (muestras mas
representativas) y mejora la calidad con la consecuente disminucién del

nimero de muestras insatisfactorias o inadecuadas.

La uniformidad celular y la eliminacién de artefactos aumenta la
deteccion de la enfermedad o sensibilidad y disminuye el nimero de ASC-US

(en controversia) y el tiempo de rastreo.

La citologia de base liquida aumenta la cantidad de celularidad
disponible, permitiendo la repeticion de la muestra y la aplicacién de técnicas
complementarias (deteccién del ADN del VPH y otras técnicas), ahorrando

segundas consultas y la ansiedad de la paciente.

La citologia liquida facilita el desarrollo de programas de diagnéstico

precoz de cancer de cérvix. La relacién costo-efectividad debe valorarse de
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forma global sumando los costes directos e indirectos que se derivan a corto

y a largo plazo con la aplicacién de la citologia de base liquida.8>

b. Métodos de detecciéon del VPH

La deteccion de la infeccién por VPH puede realizarse mediante métodos
indirectos como son el diagnéstico morfolégico y la identificacion de
proteinas del VPH y aquellas relacionadas con el estado celular tras la
infeccion (métodos inmunohistoquimicos) y métodos directos de deteccion

de secuencias gendémicas del VPH (técnicas de biologia molecular).

b.1 Métodos de deteccidon indirecta

- Diagndstico morfolégico

El diagnéstico de infeccion por VPH se realiza, habitualmente,
mediante la identificacion morfolégica de las alteraciones citopaticas
producidas por dichos virus en las células escamosas, las cuales pueden
observarse tanto en el examen citolégico como en el estudio histolégico.

Clasicamente se ha considerado la coilocitosis o atipia coilocitica como el
signo morfolégico caracteristico de la infeccion por VPH. Esta alteracion se
caracteriza por la presencia de aumento del tamafio de los nucleos,
hipercromasia e irregularidad del contorno de la membrana nuclear, junto con
una peculiar vacuolizacion perinuclear.t® Actualmente sabemos que estas
alteraciones son la traduccién de una infeccion viral productiva con presencia
de gran cantidad de viriones en el interior de estas células. Los cambios
coilociticos pueden detectarse en todas las lesiones premalignas del cérvix
uterino pero son mucho mas frecuentes en las lesiones de bajo grado que en
las de alto grado. Sin embargo, aunque la presencia inequivoca de coilocitos
indica infeccion virica productiva con una gran especificidad, es un método
muy poco sensible puesto que la mayoria de las lesiones escamosas de alto

grado, los carcinomas escamosos invasores y todas las lesiones glandulares
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(adenocarcinomas in situ e invasores) no contienen habitualmente coilocitos,
mientras que técnicas mas sofisticadas de biologia molecular demuestran la

infeccion en practicamente el 100% de los casos.

- Deteccion de proteinas del VPH (método inmunohistoquimico)

La demostracion de la infeccion por VPH puede efectuarse mediante
la deteccién inmunohistoquimica de la capside del virus. Este método
presenta en la actualidad grandes limitaciones y aporta escasos datos
adicionales sobre la morfologia. La deteccion del antigeno de la capside se
correlaciona muy estrechamente con la presencia de coilocitosis y tiene, por
tanto, la misma baja sensibilidad del examen morfolégico. Dado que Ia
produccion de la capside tiene lugar Unicamente en las células maduras
superficiales, la proporcion de casos positivos para dicho antigeno es
inversamente proporcional al grado de la lesién, es decir, es positivo con
relativa frecuencia en casos de SIL de bajo grado, habitualmente negativo en
los casos de SIL de alto grado y casi constantemente negativo en los
carcinomas invasores. Se empiezan a disponer de anticuerpos especificos de
tipo, e incluso es posible detectar serol6gicamente anticuerpos contra

antigenos especificos de la capside.?”

- Métodos de deteccion de lesion celular

La sobreexpresion de p16 esta ligada a la transformaciéon
oncogénica provocada por la infeccion persistente por VPH-AR.
En concreto la p16INK4a, es una proteina codificada por el gen supresor
CDKN2 (MSTK, INK4) situado en el cromosoma 9p21, inhibidora de la
quinasa dependientes de ciclinas, cdk4 y cdk6, que participan en la
regulacién de la fase G1 del ciclo celular, y en concreto regula la proteina del
retinoblastoma (pRb). La proteina E7 de los VPH de AR es capaz de
interferir con la pRb y la E6 con la p53. La ubiquitina las marca rapidamente

y, por consiguiente, anula su funciéon y se consigue una célula que se
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multiplica constantemente en ausencia de actividad de pRb, que no
compruebe el buen estado del su ADN con el objeto de buscar mutaciones y
repararlas (ausencia de actividad de p53). Cuando en la célula existe mucha
cantidad de pRb, p16INK4a aumenta. Por lo tanto, la deteccién de p16INK4a
tanto en células como en tejido, podria relacionarse con la existencia de una
infeccion de VPH de alto riesgo y con una alteracion de la maduracion

epitelial de grado variable (fig.16).

Funciones biolégicas de p16

La funcidén bioquimica de p16 es regular la
fosforilacién de pRb

Ciclina D1 Cdk4-6

E2 <= pRB =

Parada en G1/S

Progresién a Fase S

Fig. 16 Funcién de p16

El Ki-67 también conocido como MIB-1, promueve la proliferacién
celular que es un factor importante de la biologia de muchos tumores, y

entre ellas las neoplasias de origen cervical .

Este anticuerpo fue descubierto por Gerdes J en 1983, realiza un
marcaje de patrén nuclear de las células que estan en todas las fases del
ciclo celular (G1, S, G2 y M), excepto la fase GO, reflejando asi la tasa de

proliferacion celular®g.

Respecto al mecanismo de oncogénesis, la expresion de Ki-67 seria
mayor en las alteracion de maduracién epitelial que en los epitelios normales.
En condiciones normales Ki-67 se expresa en la capa suprabasal del epitelio
cervical, aparece en las capas superiores y es mas intensa a medida que se
incrementa el grado de displasia. La expresion de Ki-67 detectada mediante

métodos inmunohistoquimicos no tiene valor prondstico.?® Diversos estudios
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han comprobado que la progresién tumoral se asocia a un aumento de
proliferacion celular®® y que la expresion de Ki-67 constituye un potencial

indicador prondstico en el carcinoma cervical.?’

Se utilizan en la actualidad anticuerpos identificados como MIB-1, que
permiten su uso en tejidos fijados en parafina, sin riesgo de degradacion,

cdmo ocurria antafio con los anticuerpos monoclonales.%?

El uso de la inmunomarcacién de Ki-67, usando MIB-1 ha permitido
demostrar en los Ultimos afios el uso como indicador de proliferacién celular

en carcinomas de mama, de cérvix uterino y neoplasia cervical intraepitelial.

Estudios practicados en citologia en fase liquida demuestran que
p16INK4a es un buen marcador de lesion intraepitelial, e incluso en ASCUS
indica la posibilidad de lesién de alto grado confirmado en histopatologia.?®?
Se ha demostrado también la eficacia de p16 como biomarcador en lesiones
de alto grado en citologia convencional con resultados de ASCUS o SIL,
utilizando una evaluacion cuantitativa contando el numero de células

positivas para p16 y comparandolas con biopsias.®*

En la citologia liquida y biopsias también se ha demostrado la utilidad
de p16INK4a , en la ayuda a clarificar la confusa definicion de lesion
displasica de bajo grado y a distinguir las verdaderas lesiones displasicas con
alto riesgo de progresién de aquellas que mas bien podrian ser definidas con
el término mas general de “efecto citopatico inducido por VPH”.95% QOtro
estudio también defiende un mayor valor predictivo positivo con una futura

reduccién del nUmero de colposcopias.®’

Los analisis realizados en biopsias, demuestran la utilidad de p16INK4a
para marcar displasias tanto del cuello de Utero como alteraciones en la

maduracion epitelial relacionadas con la infeccién de VPH.%
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En el afio 2005, se publicaron los primeros resultados del valor en
citologia de Ki-67, en concreto junto con la expresion de p16INK4a, y estos
concluyeron que habia que realizar estudios a largo plazo incluyendo test
moleculares para VPH de alto riesgo.®® Recientemente, Galgano et al. han
realizado un estudio poblacional valorando la utilidad real de estos dos
marcadores en una serie consecutiva de mas de 1500 biopsias de cuello
uterino.'® En sus conclusiones remarcan la utilidad de la  deteccién
inmunohistoquimica de p16 para diferenciar biopsias CIN2 no aportando la
ausencia o presencia de tinciéon con Ki-67 ningin valor adicional. Con lo cual,
hoy en dia todavia se requieren de marcadores adicionales para la

diferenciacion de lesiones.0?

De forma reciente se esta probando el uso de una técnica
inmunocitoquimica de expresion dual Ki-67 y P16, cuyo uso en citologia
convencional o en fase liquida, permite identificar aquellas células que
expresen la doble tincibn, como células con disregulacion del ciclo celular
por infeccion por VPH y con capacidad para progresar a lesion

intraepitelial.?9?

Ganancias 3q en cancer de cérvix.'9%%% Representa una
alteracion genética esencial en la transicion desde displasia severa/CIS a
carcinoma invasivo. Es una alteracion genética recurrente en carcinomas de
cérvix, menos frecuentemente reconocida en lesiones precursoras
premalignas. La region 3q contiene porcion RNA del gen hTERC (gen de la

telomerasa humana responsable de la inmortalizacion de células tumorales).

Los datos publicados sugieren que la adquisicion de ganancia 3q
aparece en las primeras etapas del desarrollo de las lesiones epiteliales
malignas y que por tanto su deteccidbn en muestras clinicas de rutina
positivas para el virus HPV, podria servir como un test de “screening”
especifico y sensible para predecir lesiones displasicas de bajo grado que van

a evolucionar a HSIL o carcinoma invasivo.'%> Es necesaria la ganancia 3q
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para la progresion desde lesiones de bajo grado a alto grado-carcinoma
invasivo. La presencia de ganancia 3q predice la progresién de la lesion con
una sensibilidad del 100%. La adquisicion de ganancias 3q puede preceder a
las alteraciones fenotipicas apreciables por el analisis morfolégico. La
deteccion de tales ganancias gendmicas en extensiones citologicas de rutina
podria incrementar la sensibilidad de los “screening” citolégicos individuales
y podria por tanto servir como un marcador precoz y especifico, reduciendo

la posibilidad de falsos negativos (Fig17 y 18).

Algoritmo de estudio de ganancias 39
en muestras de rutina

‘ Screening citolégico rutinario |
I

g ¥
| Normal 98%) | | Atipia (1-2 %) |
Estudio HPV

‘
| HPV-/HPV+ bajo grado | [EEIQ @R TR Ion
—*- ' !
ASCUS  LSIL

’ Estudio de ganancia 3q ‘

|

Bajo riesgo de progresion Progresion a HSIL/CC

Tto quirargico

Fig 17. Estudios de ganancia 3q
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Pacientes con enfermedad

Infeccién Infeccién HPV Disregulacidn HSIL Cancer
HPV Persistente Celular Alto grado Invasivo

Individuos en riesgoi
I
I
I
1
:
I
| |
I
I
I
I
I
I
I
I

|HPV fest (HC2 o PCR)

Nuevo biomarcador (p16/Nk4a)
Gananciade 3 q

‘ Pap test

Fig.18. Estudios individuos en riesgo-pacientes con enfermedad

b.2. Métodos de deteccién directa. Deteccién de

secuencias gendémicas del VPH (técnicas de biologia molecular).

Estas técnicas consisten en un analisis cualitativo del ADN. Todas
ellas se basan en la deteccién especifica de secuencias de ADN del VPH en
tejido o bien en tomas de material procedente del area a estudiar (cérvix), y
permiten, por tanto, identificar el tipo de virus presente en la lesion.

Basicamente, todas ellas consisten en enfrentar el ADN de una
determinada muestra con un fragmento conocido de un acido nucleico cuya
secuencia es complementaria de la secuencia de ADN que intentamos
detectar. Dicho fragmento conocido se denomina sonda y el proceso

hibridacion.

Existen numerosas técnicas de analisis cualitativo del ADN y una gran
diversidad de variaciones y modificaciones de estas técnicas. Estas
diferentes técnicas presentan diferencias en cuanto a su sensibilidad,
complejidad, y reproductibilidad. Algunas de ellas se encuentran disponibles
comercialmente. A continuacién se discuten brevemente las técnicas de

biologia molecular mas empleadas en el estudio del virus del papiloma.’0¢
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» Hibridacion in situ

= Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

= Captura de hibridos

= Determinacién del genotipo mediante hibridacién por

“flow-through”.

Hibridacién in situ. La hibridacion in situ consiste en aplicar sondas
complementarias marcadas con substancias radioactivas o con colorantes
gue permitan su posterior visualizacién sobre un corte del tejido problema o
sobre una extension citologica. Esta técnica se puede aplicar tanto en tomas
citolégicas, como en biopsias, tras su procesamiento habitual. Existen varios
tests de deteccion de VPH por hibridacién in situ comercializados. Estos
tests pueden ser de cribado, los cuales incluyen un céctel de sondas que
permite detectar a un amplio grupo de tipos sin diferenciarlos, o de
tipificacion. Los tests de tipificacion comercializados incluyen tres sondas
cada una de las cuales detecta a dos o mas tipos de virus agrupados segin
el riesgo de desarrollo de neoplasia (sonda 6-11 de virus de bajo riesgo,
sonda 16-18 de virus de alto riesgo, y sonda 31-33-51 o de riesgo

intermedio).

La principal ventaja de este método consiste en que es el Unico que
permite visualizar la morfologia de las células en las que se halla el VPH,
mientras que el resto de técnicas se realizan en extractos de ADN, por lo que
no permiten la valoracion morfolégica. Una segunda ventaja es su gran
especificidad: la deteccibn de VPH mediante esta técnica se asocia
constantemente a la presencia de lesiones citologicas e histolégicas. Las
infecciones latentes (con epitelio normal) son casi constantemente negativas
con esta técnica. Sin embargo, el gran inconveniente de esta técnica es su
baja sensibilidad, puesto que necesita un nimero elevado de copias (entre
20 y 25 en cada célula) para ser positivo. Asi, la hibridacién in situ es capaz

de detectar y tipificar el virus solamente en un 40-70% de las lesiones de



64

SIL. Aunque en algunos métodos mas recientes la hibridacion in situ se
combina con una amplificacién por PCR previa, su complejidad los ha hecho

poco populares'®’,

Técnicas basadas en la PCR (reaccién en cadena de Ia
polimerasa).

Su fundamento consiste en aplicar un proceso que multiplica el
nimero de copias de un segmento de ADN si esta presente en la muestra.
Este proceso, que se conoce como amplificacion se produce mediante la
reaccibn en cadena de la polimerasa, hace que sea una técnica
extraordinariamente sensible capaz de detectar la presencia de muy pocas
copias de ADN del virus (entre 10 y 100 en una muestra), aunque estén

presentes en una sola célula entre varios miles.

Se pueden utilizar diferentes estrategias, pero en la actualidad tienden
a aplicarse métodos capaces de amplificar regiones muy conservadas del
genoma del VPH (primers de consenso o generales) con lo que con una sola
amplificacion pueden detectarse gran parte de los diferentes tipos de VPH.
Existen dos alternativas fundamentales para deteccién de VPH basadas en la
PCR convencional. En primer lugar, y como método mas utilizado,
disponemos de la PCR de regiones consenso, en la cual se amplifica una
region con secuencia muy similar entre todos los VPHs para, posteriormente,
por métodos de hibridacion especifica en membrana, enzimaticos o de
secuenciacion de ADN, realizar el genotipado especifico del virus. El método
consenso mas popular es el que usa la region comdan L1, utilizando los
“primers” MY09 y MY11. El amplificado generado es de aproximadamente
450 pares de bases y tiene ciertos inconvenientes como no permitir la
deteccion del tipo 35. Por este motivo, se sintetizaron nuevos “primers”
como PGMY09/11 con un relativo aumento de sensibilidad y espectro de
deteccion viral, y otros como los GP5/GP6 o su variante mejorada

GP5+/GP6+.
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La PCR especifica esta basada en el disefio de “primers” especificos
para tipos, subtipos o variantes virales y permite ajustar las condiciones de
la reaccion a sensibilidades de femtogramo, con especificidades que rondan
el 100%. Por otra parte permite la realizacion de analisis de integracién viral,
deteccion de variantes, cuantificacibn normalizada frente a genes

constitucionales, etc. (carga viral relativa al nUmero de células)'08109,

Captura de hibridos. En estas técnicas se utilizan sondas de RNA
capaces de detectar varios tipos de VPH. Cuando la muestra presenta
infecciéon virica se produce un hibrido RNA-DNA que es capturado por un
anticuerpo especifico contra hibridos y detectado mediante una reaccién
tipo ELISA que utiliza un compuesto quimioluminiscente para revelar la
reacciéon y que proporciona incluso informacién sobre la cantidad de DNA
viral presente en la muestra, que parece tener relacion con la presencia de
lesiones de alto grado. La técnica dispone de dos sondas, una para virus de
bajo riesgo y otra para virus de alto riesgo, aunque una practica habitual
consiste en aplicar Unicamente la sonda para detecciéon de virus de alto
riesgo con lo cual se reducen notablemente los costos. El test Hybrid
Capture Il permite detectar 5 virus de bajo riesgo (6,11,42,43,44) y 13
tipos de riesgo alto o intermedio (16,18,31,33,35,39,45,
51,52,56,58,59,68), involucrados en el 90% de casos de carcinoma de

cérvix.

El Test Hybrid Capture Il para VPH-AR es capaz de detectar con gran
sensibilidad los casos de H-SIL o carcinoma con un 94,7% de casos positivos
en nuestra experiencia (tabla 2). Aunque la mayor parte de los estudios
publicados corresponden bien a analisis de casos de ASCUS o bien a cribado
poblacional primario, la sensibilidad referida en los mismos es similar a la de
la presente serie, variando entre el 83,9% y el 100%. Asi, la sensibilidad de
esta técnica para el diagnéstico de H-SIL es netamente superior a la

sensibilidad de la citologia convencional, que se sitla en la mayoria de las
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series alrededor del 70%. Resulta especialmente destacable el alto valor
predictivo negativo de esta técnica para la existencia de H-SIL o carcinoma,
gue en nuestra serie se ha situado en el 96,5%, porcentaje similar al de las
series publicadas (tabla 3). Por tanto, la deteccién de VPH-AR mediante
Hybrid Capture Il puede ser de utilidad en la evaluacion de pacientes
referidas por lesiones citolégicas, puesto que su negatividad permite excluir
con un elevado grado de certeza la existencia de una lesiébn premaligna de
alto grado o de un carcinoma invasor y remitir de nuevo estas mujeres a la

asistencia primaria.

La deteccién de VPH-AR usando esta técnica en los casos de L-SIL
resulta en un elevado porcentaje de positividad, que es del 86%, porcentaje
muy semejante al observado en el estudio ALTS (82,9%) y al de Bergeron y
cols. Parece claro, por tanto, que la mayoria de los casos de L-SIL estan
causados por VPH-AR, y que esta técnica tiene una escasa utilidad en la
practica clinica para la seleccion de pacientes con L-SIL con riesgo de

progresion.

Por udltimo Hybrid Capture proporciona una cuantificacion de VPH. Se
observa incremento progresivo de carga viral evaluada en unidades luminicas
relativas (ULR), paralelo a la gravedad de la lesién. La presencia de niveles
superiores a 100 ULR se asocian a lesion cervical en mas del 90% de los
casos y esta asociacién fue practicamente constante para niveles superiores
a 1000 ULR. Por el contrario, un elevado porcentaje de casos con
determinaciones inferiores a las 10 ULR, no presentan lesion cervical. Sin
embargo, la presencia de una baja carga viral no debe considerarse
excluyente de lesiébn grave, puesto que un porcentaje significativo de
pacientes con diagnéstico de H-SIL o carcinoma presentan niveles de
deteccion inferiores a 100 ULR (30% de H-SIL y 46% de carcinomas
invasores) o incluso inferiores a las 10 ULR (solo un 8% de los H-SIL pero
hasta un 15% de los carcinomas invasores). Es importante resefiar en este

sentido que aunque los datos de carga viral obtenidos mediante la técnica
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Hybrid Capture son indudablemente orientativos, esta cuantificacion
solamente indica un nimero de copias virales que no puede ser corregida en
funcion del nUmero de células obtenida en la misma, sobre el cual la técnica

no aporta datos.'"?

Hibridacién por “flow-through”. Se basa en una amplificacion del
ADN por PCR, seguida de la hibridacion por “flow-through”, basandose en la
técnica de “reverse dot blot”. En primer lugar, mediante la amplificacién de
parte del genoma del HPV por PCR utilizando cebadores biotinilados se
generan amplicones biotinilados. Los amplicones se hibridan posteriormente
con sondas de captura de oligonucleéticos especificos para cada tipo de HPV
mediante hibridacién “flow-through”. Al dirigir los amplicones hacia las
sondas para formar duplex, la hibridacion “flow-through” cambia del proceso
de canalizacién pasivo al activo, lo cual permite que las reacciones de
recombinacién se realicen en segundos. Tras la hibridacién le sigue le sigue

una fase de lavado riguroso y revelado de la sefal.’!

Secuenciacién de ADN. La secuenciacibn de ADN, es decir la
obtencién de la secuencia de nucleétidos que conforma una determinada
region del ADN viral, constituye sin duda el patrén de referencia para
cualquiera de las técnicas anteriores. Mediante este método se puede
amplificar o clonar cualquier fragmento del ADN viral y determinar su
composicién nucleotidica, de este modo enfrentandola a la base de datos
que contiene todas las secuencias conocidas de VPHs determinar ante que
tipo, subtipo o variante nos encontramos. Su principal inconveniente es el
costo y la necesidad de contar con laboratorios de alto nivel que dispongan
de esta metodologia. La ventaja, aparte de suponer un tipaje directo e
inequivoco, es que permite distinguir variantes y polimorfismos virales, que
en este momento se estan considerando una variable de riesgo de
transformacion neoplasica de gran importancia ademas de la presencia de

nuevos tipos virales.'?
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c) Sensibilidad y especificidad. Eficacia de las distintas

técnicas.

Numerosos estudios han establecido los limites de sensibilidad y
especificidad de cada una de las técnicas y variantes descritas. Al igual que
ocurre con la citologia, la calidad del analisis de ADN esta condicionado por
una serie de factores técnicos y de conservacién de la muestra que en
ocasiones son determinantes para el resultado. Cada una de las técnicas
descritas detecta un rango diferente de VPHs y para el grupo comdn de
VPHs detectados por todas las técnicas, las diferencias en sensibilidad y
especificidad son variables aunque equiparables a nivel clinico. La técnica de
Captura de Hibridos requiere la utilizacion de una solucidon conservante
especifica y en aquellos casos en los que la muestra esta degradada la
reaccion no tiene la especificidad adecuada. Del mismo modo la técnica de
PCR consenso disminuye su sensibilidad en muestras con ADNs de baja
calidad. La PCR especifica es menos dependiente de la calidad del ADN y
permite el analisis de muestras archivadas en parafina. La mejor relacién
entre sensibilidad y especificidad en captura de hibridos se obtiene aplicando
un nivel de corte de 1pg de ADN, sin embargo para que la sensibilidad sea
comparable a nivel clinico con la PCR, debe establecerse el nivel de corte de
positividad en 0,2 pg de ADN, con la desventaja de que a este nivel de corte
produce falsos positivos, especialmente en muestras con VPHs de bajo

riesgo y carga viral elevada.

En lo que respecta a los métodos basados en PCR las técnicas
consenso MY09/11 y GP5+/6+ consiguen una buena correlacién en lo que
respecta a los tipos detectados por ambas técnicas (Kappa=0,79), sin
embargo ciertos tipos virales solamente son detectados por una de las dos
técnicas. Sin duda, la combinacion de alguna de estas técnicas con la
deteccion especifica de los tipos mas implicados en carcinogénesis como
VPH16 y VPH18, genera unos niveles de sensibilidad y especificidad 6ptimos

a nivel clinico.>>110
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Las infecciones por el virus del papiloma humano (VPH) representan una
de las enfermedades de transmisién sexual mas comunes en la mayoria de
los paises. El interés de la investigacion sobre el VPH reside en el potencial
oncogénico de algunos genotipos de alto riesgo (fundamentalmente 16, 18
y 31) y en la asociacién etiolégica con el carcinoma de cérvix y otras

neoplasias del tracto anogenital, tanto femenino como masculino.’

La adquisicion del VPH al inicio de las relaciones sexuales es muy
alta.’’? La tasa de transmisibilidad es la mayor de todas las infecciones de
transmisidén sexual no bacterianas. Y asi, en mujeres que inician las relaciones
sexuales en edad temprana (15-19 afos), se advierte que el riesgo
acumulado de presentar una infeccién VPH positiva a los 5 afios es del 50%.
Este riesgo va disminuyendo con la edad, pero se mantiene con rangos altos:
21% para mujeres entre 30-44 afios y 14% para mujeres de 45 afos o mas.?
En Espaia, se estima que la prevalencia de VPH en mujeres de la poblacién
general, es aproximadamente del 9%, con un descenso gradual asociado a la

edad, hasta llegar a valores inferiores al 4% en mujeres perimenopausicas.?

En condiciones de inmunocompetencia, el VPH produce cambios
citolégicos propios de lesiébn de bajo grado (LSIL), que se corresponden
histolégicamente como neoplasia intraepitelial leve (CIN 1). No obstante,
estas alteraciones desaparecen generalmente de manera espontanea, antes
de 24 meses, por lo que no deben considerarse necesariamente como

lesiones preneoplasicas.'’3

La duracién media de las infecciones suele ser de 8 a 10 meses, pero los
casos en los que el ADN viral es persistente forman esencialmente un grupo

de alto riesgo para la progresién neoplasica.''* En la infecciébn por VPH
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existen aspectos claves, tales como: a) el proceso de transformacion
neoplasica pasa necesariamente por el desarrollo de lesiones precursoras,
gue pueden ser facilmente identificadas y curadas; b) s6lo una pequefa
proporcién de mujeres infectadas de forma persistente desarrollara lesiones
precursoras, de las cuales tan sélo una pequefia proporcion de éstas

progresaran a cancer cervical.'*

Los programas de deteccion precoz actuales -basados en la citologia
exfoliativa convencional (Papanicolau)- son responsables de la reduccién del
cancer escamoso cervical durante las dos Ultimas décadas. No obstante,
este método tiene algunas limitaciones, ya que soélo permite identificar a
aquellas mujeres con signos aparentes de lesion cervical, pero no a las que
tienen infeccion latente. Actualmente, la incorporacion y utilizacién de las
técnicas biomoleculares para identificacién del ADN virico, en el cribado que
permitanla deteccién y genotipado del VPH, estan justificadas por su elevado
valor predictivo negativo, asi como por la mejora e incremento en la
sensibilidad de la citologia del cuelo uterino, para identificar mujeres con

lesion celular CIN 2/3 o carcinoma.

De todos modos, hay que sefalar que la demostracion de infeccién
por VPH no es sindbnimo de lesion cervical: que es una alteracién morfologica
(como manifiestacion de un proceso biolégico atipico) que pueden regresar
o no. La utilizacion de marcadores celulares de prediccién de transformacién
neoplasica, como son la inmunoexpresién dual de p16/Ki-67, en mujeres con
citologia negativa y VPH positiva, van a permitir identificar pacientes con

mayor riesgo de progresion a cancer cervical.'%?
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do lo anterior, en el contexto del Proceso Asistencial Integrado

(PAl) de Cancer de Cérvix-Cancer de Utero de la Consejeria de Salud de la

Junta de Andalucia, implantado en el Hospital Universitario Virgen de la

Victoria de Malaga desde el afio 2006, y seleccionando todas las pacientes

gue se incluyeron en el mismo durante los afios 2008 y 2009, se ha

planteado la

realizacion de este trabajo con los objetivos siguientes:

a) Objetivos principales

Conocer y valorar en nuestro medio los genotipos mas
frecuentes de VPH, asi como comparar y establecer las posibles
diferencias existentes con otras series en la prevalencia de

genotipos de alto riesgo.

Correlacionar en las categorias cito-morfolégicas (ASCUS; LSIL;
HSIL,..) con la variabilidad de genotipos VPH de alto y bajo

riesgo.

Determinar la prevalencia y el papel de los genotipos conocidos
actualmente como alto riesgo y su persistencia en el proceso de

oncogénesis y progresion de las lesiones intraepiteliales.

En el seguimiento de pacientes con lesiones de alto grado,
conocer la persistencia del genotipo de VPH en el tejido cervical

biopsiado.

b) Objetivo secundario

Analizar la utilidad y conveniencia del marcador

inmunohistoquimico dual p16/Ki-67, asi como su implementacién

en

la citologia convencional, cuando existen hallazgos

citopatolégicos de ASCUS/LSIL con PCR positiva.
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1. Pacientes

Ambito de estudio
Las muestras recogidas tanto de citologia convencional, muestra para
estudio molecular y tejido histolégico, pertenecen a mujeres de la poblacién
de Malaga y provincia incluidas en el Proceso Asistencial Integrado (PAI) de
Cancer de Cérvix-Cancer de Utero de la Consejeria de Salud de la Junta de
Andalucia, implantado en el Hospital Universitario Virgen de la Victoria de
Malaga (HUVVM) en el afio 2006 del que se ha efectuado la primera

evaluacion y revision en diciembre del afio 2010.

Este proceso se define como Proceso de atencibn a pacientes
suceptibles de diagnostico precoz de lesiones precursoras y/o cancer
invasivo de cuello uterino. El conjunto de actividades van encaminadas al
diagnéstico precoz, confirmacion diagnéstica, tratamiento integral
(quirdrgico, médico, radioterapico y apoyo psicolégico) de mujeres con
lesiones precursoras y/o cancer invasivo de cérvix uterino atendidas en
Centros de Atencién Primaria pertenecientes al Area de Salud del HUVVM asi
como de las consultas de ginecologia en atencidén especializada de dicho

Hospital.

Las muestras citoldgicas y biopsias generadas han sido valoradas y
diagnosticadas por el S° de Anatomia Patolégica del mismo hospital. El
estudio molecular de screening y genotipado del VPH ha sido realizado en la
Unidad de Apoyo a la Investigacion Oncopatolégica UMA-AECC vinculado con
el Servicio de Anatomia Patolégica del HUVVM para la implatacion y

realizacién de técnicas moleculares.



75

Poblacién diana

Mujeres que de forma oportunista acudieron a la consulta de Atencion
Primaria.

Mujeres con signos/sintomas clinicos: hemorragia genital, leucorrea
sanguinolenta, coitorragia.

Mujeres que, tras exploracion ginecolbgica realizada en cualquier nivel
asistencial presentaron signos de sospecha clinica y/o diagnoéstico
anatomopatoldgico (citologia, biopsia) de lesiones precursoras/cancer de

cuello uterino.

Poblacién de estudio
Mujeres incluidas en el PAl Cancer de Cérvix, desde el 1 de enero del
2008 hasta el 31 de diciembre de 2009 que siguieron el esquema general

establecido en la fig. 19.

ESQUEMA GENERAL DE ACTUACION EN CITOLOGIA CERVICOVAGINAL (Pap)
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1: ATIPIAS DE SIGNIFICADO INCIERTO EN CELULAS ESCAMOSAS. 2: ATIPIAS DE SIGNIFICADO INCIERTO EN CELULAS GLANDULARES —
3. ATIPIAS DE SIGNIFICADO INCIERTO, SIN PODER DESCARTAR LESION DE ALTO GRADO. 4: LESION INTRAEPITELIAL ESCAMOSA DE EN A. PRIMARIA
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Fig. 19. Esquema general PAI Cancer de Cérvix HUVV
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2. Metodologia de trabajo

En el estudio se han incluido 1400 muestras correspondientes al afio
2008 y 1680 del afio 2009. Todas ellas disponian de estudio citolégico
(previo o posterior) y estudio molecular para la determinacién de ADN viral y
en los casos positivos identificacion de genotipo. Las lesiones de bajo grado
(LSIL) y los ASCUS tuvieron un seguimiento por citologia y control de ADN
viral mediante técnicas biomoleculares durante estos dos afios, a menos que
hubiese evidencia de lesiébn colposcopica. En esos casos se realizaron
biopsias. Las pacientes tras el diagnostico citolégico de lesion presursora de
alto grado (H-SIL), se les realiz6 biopsia con fines diagnésticos, utilizando
pinza de escision fria. A aquellos casos con diagnoéstico de CIN2-CIN3, se les
realizé conizacion cervical mediante asa de escision electroquirtrgica (LEEP,
Loop Electrosurgical Excision Procedure). La conizacién se realiz6 como

terapia de un diagnéstico previo por biopsia de CIN2 6 3.

Ademas se realizd una seleccibn posterior de 100 casos,
correspondientes al afilo 2010, con lesion ASCUS y/o LSIL con VPH positiva
y muestra de biopsia posterior para realizar el estudio de inmunoexpresiéon

de p16/ki-67 en muestras citolégicas convencionales.

Los casos seleccionados se hicieron segun los criterios de inclusion y

exclusién siguientes :

Criterios de inclusién
Pacientes pertenecientes al PAIl cancer de cérvix con diagnostico de
alteracion morfologica en citologia previa, que se le realiz6 estudio
molecular, o estudio citolégico con estudio molecular paralelo por

sospecha clinica.
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Estudio histopatolégico convencional posterior a la citologia con
diagnostico confirmatorio de CIN 1, 2, 3 o carcinoma in situ o invasor.
Muestra citopatolégica adecuada para posible estudio de marcadores

de lesion celular.

Criterios de exclusién

En los HSIL no disponer de estudio histopatolégico confirmatorio de
lesién.

Ausencia de citologias con Identificacion molecular de VPH vy
genotipo.

Aquellas citologias con anomalias glandulares ya que el estudio con
citologia convencional, es (til para screening de lesiones escamosas,

pero no para las de etiologia glandular.'

a) Estudio cito-histopatolégico convencional

El diagnoéstico se realiza mediante tres pruebas diagnodsticas basicas.
La primera es la citologia, mediante una toma de exocérvix y endocérvix,
ésta ultima preferiblemente con cepillo endocervical. En el caso de que la
paciente presente ya una citologia anormal, sélo se repetira la citologia si el

intervalo es de tres meses como minimo.

La repeticion antes de ese intervalo aumenta el nimero de falsos
negativos con lo cual dificulta o desorienta, antes de ser til al diagnoéstico
de la CIN. En segundo lugar, la colposcopia permite la localizacién de la
lesién, su extension tanto en el exocérvix como en la vagina y, si se
introduce en el canal, y dirigir la biopsia de la lesién colposcépica (tercera
prueba). Si la zona de transformacién no es visible, esta situada en el canal
cervical, se realizaria una micro-colpohisteroscopia que permite su
visualizacion en un 1cm, en su defecto, se realizara un legrado endocervical,

teniendo en cuenta que el material aqui obtenido suele ser escaso y sin
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relacion con el estroma, por lo que el resultado serda valorado con

reservas.'!®

Las extensiones cervico-vaginales remitidas en portas fijados, desde
las consultas de Atencion Primaria y de Atencién Especializadas, fueron
registradas en el Servicio de Anatomia Patolégica segin datos de filiacion
(nombre y apellidos, edad, N° de Seguridad Social , NUSSA.....), tras ello se
inici6 el procedimiento de tincién rutinaria con Papanicolau en equipo
automatizado Leica y tras el montaje se realiz6 el screening por dos
citotécnicos, con confirmacion del patélogo.El informe anatomopatolégico de
la citologia cervicovaginal se realizé siguiendo la clasificacién Bethesda para

interpretacion de citologia cervico-vaginal.'®

Las piezas de biopsia y conizacién cervical fueron manejadas de la
forma convencional para su estudio histopatoldgico. Se recibieron fijadas en
formol marcadas las conizaciones con un hilo de sutura a las 12 horas y tras
ser seccionadas por dicho punto en sentido craneo-caudal realizaron cortes
seriados en sentido horario y fueron divididas en cuadrantes, comprendidos
entre las O y 3 horas, entre las 3 y 6, entre las 6 y las 9 y finalmente entre

las 9 y las 12 horas.

Cada cuadrante fue seccionado en cortes convencionales de un grosor
de 2 a 3mm. Obteniéndose de 3 a 4 cortes de tejido por cada cuadrante en
total de 12 a 16 cortes por cada cono. Los cortes de tejido fueron
procesados y tefiidos con Hematoxilina y Eosina (HE) para su estudio
histopatoldgico rutinario. Los cortes de tejido al microscopio mostraban una
superficie recubierta por epitelio escamoso exocervical en uno de sus
extremos y en el opuesto epitelio endocervical con invaginaciones

glandulares, presentando en la zona central el area de CIN.
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b) Detecciéon del ADN del HPV por técnicas de reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR).

Extraccion de ADN genémico.
A partir de tomas citolégicas. Se coloca la torunda en 1,5 ml de
solucion salina (PBS). Se agita la torunda dentro del tubo para que las
células pasen al liquido. Se centrifuga a media potencia durante 5 min
para que las células decanten al fondo del tubo. Se retira el
sobrenadante.
Se realizaron de 1-4 cortes de 10 micras de cada muestra tumoral

(segun la cantidad de material presente en cada seccién).

La extraccion del DNA se realiza en ambos casos de manera
automatizada y siguiendo las instrucciones del Maxwell 16 FFPE Tissue LEV

DNA Purification kit (Promega).

Reaccion de amplificacion. EI DNA extraido y purificado se utilizé como
molde para detectar la presencia de ADN del HPV mediante amplificacion por
PCR usando cebadores Gp5-6 especificos de la regiéon consenso L1 (Kit para
screening de VPH. Master Diagnéstica S. L. Granada). El resultado de la
amplificacion se visualizé mediante electroforesis en gel de agarosa y tincion
con bromuro de etidio en un transiluminador de luz ultravioleta,
considerandose el caso como positivo si aparecia una banda de 150 pb.
Todas las muestras se amplificaron por duplicado para disponer en todo
momento de control de reproducibilidad del método. Como control de
calidad del ADN extraido se amplificdé un gen control (gen de p53) de 102
pares de bases. Se considero6 el resultado como: 1 positivo, 2 negativo, (fig.

20).
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Fig 20. Productos de PCR en gel de agarosa

Identificacion del genotipo. En los casos que resultaron positivos para
VPH se llevd a cabo la identificacion del tipo de virus con el kit GenoFlow
Human Papilomavirus (HPV) Array Test (version 1) de DiagCor que permite la
deteccion de 17 tipos especificos de VPH de alto riesgo (16, 18, 31, 33,35,
39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66/68, 73, 82) y 16 de bajo riesgo (6,
11,40/61, 42, 43/44, 54/55, 70, 57/71, 72, 81, 84/26). Esta
identificacion se realiza mediante amplificacion por PCR de un fragmento de
450 pb de la regiébn consenso L1 e hibridacion reversa con sondas
especificas para cada tipo (Kit VPH-GenoArray. Master Diagnostica S. L.

Granada).

: 6 11 40/6 42 43/
° 54/5 70 57/7 72 81 84/26
L J
3 CH CA 16 18 31 33
‘ 1 °
s[7] @ ] mmu 53 59 5 5 5 53
P e ]
— ‘ 56 58 59 66/ 73 82
HPV 66/68 HPV 16y 31 )

Fig 21. Identificacion genotipo mediante PCR seguida de hibridacién en membrana.
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c) Determinacién inmunohistoquimica de p16/ki-67 (Cintec®

PLUS kit)

El estudio inmunohistoquimico se ha realizado en muestras citolégicas
previamente tefidas con Papanicolau. A todas las muestras se les retiro,
inicialmente, el cubreobjetos sumergiéndolas en xilol. Tras aproximadamente
una semana fueron sometidas a un proceso de doble inmunotincién para la
determinacion de la inmunoexpresion de la proteina p16™¢4ay ki-67 con el kit
CINtec® Plus Cytology Kit (MTM Laboratories AG, Germany). El anticuerpo
utilizado para la determinacién de la proteina p16 fue el anticuerpo
primario monoclonal prediluido de la clona EGH4™ y un anticuerpo primario
de conejo monoclonal, clon 274-11 AC3 frente a la proteina humana ki-67.
La inmunotincién se llevé a cabo en inmunotefidor automatico Autostainer
Plus (Dako, Copenhagen, Denmark) usando un sistema de revelado basado
en dos reactivos de polimeros conjugados: con peroxidasa de rabano y otro
polimero conjugado con fosfatasa alcalina . EI cromo6geno empleado fue
diaminobencidina para la peroxidasa y Fast Red para la fosfatasa alcalina con
contratincion de hematoxilina. Como control negativo se sustituyd el
anticuerpo primario por un suero no inmune. El control positivo utilizado
fueron muestras tumorales procedentes de neoplasias de cérvix conocidas
previamente como positivas para p16. Todas las tinciones fueron valoradas
el patélogo y se clasificaron dicotobmicamente como p16/ki-67 positivas
(tincion fuerte y difusa) (fig. 22) o p16/ki-67 negativas (ausencia de

tincién).
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Fig 22. Patréon de inmunotincién p16/ki-67 positivo

3. Descripcion de los parametros estudiados

La base de datos confeccionada consta de:

Datos de identificaciéon del paciente

- NUmero de historia clinica

- Identificacion personal: DNI

- Nimero de la Seguridad Social

- Apellidos y nombre

- Edad. Se consider6é la edad de las pacientes en el momento del
diagnostico. Para el estudio estadistico posterior se agruparon los casos
en seis grupos etareos: <25, 25-34, 35-44, 45-54, 55-64, >64 afos

usando el mismo criterio que en otros trabajos recientes.'’®
Datos relativos a las muestras
- NUmero de citologia
- N° de estudio molecular

Interpretacién de informes citolégicos

- Clasificacién de cambios morfolégicos en la citologia

El estudio de las citologias ginecoldgicas se realiz6 mediante cribado
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previo por dos citotécnicos, y con posterior revisién por un citopatélogo, en
aquellos casos de dificultad diagnostica, datos de sospecha clinica,
sintomatologia , o bien presencia de células atipicas escamosas.
Las diferentes grupos de lesibn se agruparon siguiendo Ia
nomenclatura Bethesda para interpretacion de estudios citoloégicos
descritos en 2002'° pero completando la informacién clinico integrando

las siguientes opciones:

1. Células escamosas atipicas (ASC)
* De significado indeterminado (ASCUS)
* No se puede descartar HSIL (ASC-H)

2. Lesién escamosa intraepitelial de bajo grado
a. (LSIL)(incluye VPH/displasia leve /CIN1)
b. Persistencia de células epiteliales escamosas con
cambios coilociticos asociados a VPH.
3. Lesién escamosa intraepitelial de alto grado (HSIL)(incluye
displasia moderada y grave CIN2- CIN3)
4. Citologia normal
5. Control citolégico postconizacién

6. Carcinoma escamoso

Interpretacién de Informes histolégicos

- Clasificacién histolégica

Los cambios microscépicos iniciales que corresponden al desarrollo
de una neoplasia cervical intraepitelial (CIN) son las displasias del epitelio,
es decir, la superficie que recubre el cuello uterino, lo cual es indetectable
y asintomatico en la mujer. Los cambios celulares asociados con una
infeccion por el VPH, tales como los coilocitos —una célula epitelial

superficial escamosa—son encontrados comunmente en los CIN.
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Los CIN tienen tres grados distintivos, basados en el espesor de

la invasién por parte de las células escamosas:

« CIN1 (Grado I), es el tipo de menor riesgo, representa solo una
displasia leve o crecimiento celular anormal y es considerado una
lesibn escamosa intraepitelial de bajo grado. Se caracteriza por
estar confinado al 1/3 basal del epitelio cervical.

* CIN2 (Grado ll), es considerado una lesién escamosa intraepitelial
de alto grado y representan una displasia moderada, confinada a
los 2/3 basales del epitelio cervical.

e CIN3 (Grado lll): en este tipo de lesion, considerada también de
alto grado, la displasia es severa y cubre mas de los 2/3 de todo el
epitelio cervical, en algunos casos incluyendo todo el grosor del
revestimiento cervical. Esta lesidén es considerada como un

carcinoma in situ.

Fig. 23 Cambios histologicos en CIN

CIN grado 2CIN grado 3
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Recientemente, la clasificaciéon de las lesiones precancerosas ha sido
reformulada, agrupandose las lesiones en solo dos tipos, de acuerdo con las
dos posibles decisiones terapéuticas (observacion o intervencion quirargica).

Segun el nuevo sistema:

« las lesiones NIC-1 (CIN-1) se han renombrado como LSIL (por /ow
grade squamous intraepitelial lesion, lesiones intraepiteliales

escamosas de bajo grado).

« las lesiones NIC-2 y 3 (CIN-2 y 3) se denominan HSIL (por high grade
SIL).

La mayoria de las LSIL se curan espontaneamente, y s6lo un pequefio
porcentaje progresan a HSIL, por lo que las LSIL no se tratan como una
lesion premaligna. La frecuencia de las HSIL es una décima parte de la

frecuencia de LSIL.

Parametros derivados del estudio molecular de identificacién

de VPH y genotipado

En la base de datos se incluyeron los genotipos obtenidos para cada

caso positivo. Para el estudio estadistico posterior generamos distintas

variables:

- VPH : 1 Positivo 2 Negativo
- Genotipo VPH en citologia y en su caso en biopsia
- Ndmero de genotipos VPH en citologia y en biopsia:

identificado por nimeros ordinales de 1 a 9.

- Patrén de infecciéon VPH en muestras de citologia y en

biopsia:
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* 1 Infeccién simple. Cuando la muestra mostré infeccién
para un Unico genotipo de alto o bajo riesgo

» 2 Infeccion mdltiple. Cuando se observé por mas de un
genotipo de bajo y/o alto riesgo.

- Tipo de infeccién VPH en muestras de citologia y en
biopsia:

= 1 VPH alto riesgo. Infeccion por virus de alto riesgo

= 2 VPH bajo riesgo. Infeccién por virus de bajo riesgo

= 3 VPH de alto y bajo riesgo. Infeccién por virus de alto y

bajo riesgo.

Con todas las pacientes con VPH positivos en ambos afios hemos
intentado realizar un estudio de seguimiento para valorar la
persistencia o aclaramiento de la infeccién por VPH en citologias
hasta el dia 31 de diciembre de 2010. Ademas en aquellas pacientes que
por la lesiébn fueron sometidas a conizacién se valor6 si el genotipo
asociado era el mismo observado en la citologia. Se han identificado 448

muestras correspondientes a 360 pacientes.

Se valor6 en cada una de estas muestras si:
= 1 Persiste la infeccion por al menos un genotipo VPH
= 2 Persiste la infeccién pero por VPH diferentes

= 3 Negativo VPH /aclaramiento

Parametros derivados del estudio de la inmunoexpresién
de la p16/Ki-67

La interpretacion de la inmunoexpresion de p16/Ki-67 se valoré en:
1. Positiva cuando se observdé al menos una célula con patron de
doble tincion p16/Ki-67

2. Negativa en ausencia del patron de tincion doble.
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4. Descripcion de los parametros estudiados

El analisis estadistico de los datos ha sido implementado, en un
ordenador ASUS con sistema operativo Windows XP, con SPSS 17.00 para

Windows.

a) Estudio descriptivo

Todas las variables clinico-patolégicas fueron sometidas previamente
a un estudio estadistico descriptivo basico. Las variables cuantitativas
fueron evaluadas por su valor numérico real, tomando como valores
representativos la media (M) y la desviacion tipica (DT). Las variables
cualitativas se distribuyeron en 3 a 10 categorias calculando las frecuencias

absolutas y relativas.

b) Estadistica analitica

Se han realizado las siguientes valoraciones

En muestras citolégicas:
o Relacién edad e infeccién viral
o Genotipo VPH y tipo de lesion
o Papel de las multiinfecciones en la progresién de lesiones pre-
invasivas
o Estudio de la persistencia/aclaramiento de genotipos en
citologia

o Positividad p16/ki-67 y tipo de lesién en citologia
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En muestras de biopsias:
*= Infeccion viral o multiinfeccién relacionado con el tipo
de lesion.

» Estudio de persistencia de genotipo VPH



IV. RESULTADOS
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A. Descripcién de las variables clinico-patolégicas
1. Edad de las pacientes en el momento del diagnéstico
La media de edad de las 1349 pacientes del afio 2008 fue de 35,38
anos y la de las 1553 del afio 2009 fue de 35,02 afios. En 51 casos (3,6%)

del afio 2008 y 127 (7,6%) del afilo 2009 no se tenia constancia de la edad

de las pacientes en el momento del diagndstico (tabla 1)

Tabla 1. Media de edad y desviacién tipica por afos

Ao N° casos Rango de Media (afos) DT
edad (afos)

2008 1349 15-76 35,38 11,655

2009 1553 14-77 34,58 11,458

En el afio 2008 el 26,1% de las muestras correspondian a pacientes
de menos de 25 afios, 27% estaban incluidas en el grupo de 25-35 afos,
25,2% de 35-44 afos, 16,8% de 45-54 ainos, 3,6% en el grupo 55-64 afos
y 1,2% mayores de 64 afos (fig. 24). El 93, 6% de los casos corresponden

a pacientes menores de 55 afios.

En el afno 2009 el 24,1% de las muestras correspondian a pacientes
de menos de 25 afos, 27,1% estaban incluidas en el grupo de 25-35 afos,
25,9% de 35-44 afos, 16,5% de 45-54 anos, 5,1% en el grupo 55-64 afos
y 1,3% mayores de 64 anos (fig. 24). El 95,2% de los casos corresponden

a pacientes menores de 55 afos.
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Fig. 24. Frecuencia de casos por afios y grupos de edad
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2. Tipo de lesién

El nUmero de muestras totales sometidas a screening citolégico en los
afos 2008-2009 han sido 48.950, de las cuales 44.750 (91,53%)

correspondieron a citologias normales o inflamatorias.

Las citologias que presentaron algun tipo de alteracion celular o
sospecha clinica acompanadas siempre de estudio molecular fueron un total
de 4.080 (1400 en 2008 y 1680 en 2009), de las cuales, la mayor parte

correspondieron a lesiones de bajo grado (fig. 25).
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Fig. 25. Citologia y tipo de lesion por afos
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3. Distribucién de los tipos de lesién citolégica en

funcién de la edad

Se observa un predominio de las lesiones de bajo grado, persistencia de
células escamosas, ASCUS y lesiones condilomatosas en pacientes jovenes
de menos de 35 afios . Las lesiones de alto grado (HSIL), en el afio 2008 se

observan en pacientes de 35 a 54 afos; en el afio 2009 observamos un
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aumento notable de la frecuencia en mujeres mayores de 64 afnos (fig. 26 y

27).

Fig. 26. Distribucién de casos por lesién y grupos etareos (afio 2008)
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Fig. 27. Distribucién de casos por lesiéon y grupos etareos (afio 2009)
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B. Identificacién y genotipado de VPH en muestras

citolégicas

- Citologias VPH negativas/positivas

En el total de las citologias con lesiébn, 3080 casos, se realizé estudio
molecular por PCR. En 2008 el 34,9% mostraron infeccion por VPH,
observandose un ligero incremento en el afilo 2009 en el que la tasa de

positividad fue del 35,8% (tabla 3).

Tabla 3. Distribucion de los casos por afios segun infeccion por VPH

Afo VPH N° casos %

2008 Negativos 912 65,1%
Positivos 488 34,9%

2009 Negativos 1079 64,2%
Positivos 601 35,8%

- Frecuencia de genotipos VPH

En el afo 2008 los genotipos por orden de frecuencia fueron: 16,
51, 66/68, 31,58, 33, 6, 18,11, 56, 53, 52, 42. En el afio 2009, Ia
distribuciéon de genotipos se modifica siendo los mas frecuentes: 16,
66/68, 31,6, 58, 18, 53, 11, 51, 52, 73, 59,33, 81, 35, 42, 82, 73
(fig.28).
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Fig. 28. Frecuencia genotipos VPH en el afo 2008 y 2009
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- Frecuencia de genotipos de alto/bajo riesgo

La mayoria de los casos mostraron infecciones por genotipos de alto
riesgo: 67% en el afo 2008 y 62,4% en el afio 2009. El numero de casos
con co-infecciones por genotipos de alto y bajo riesgo fue del 25,6% (2008)

y 26,9% (2009) (tabla 4).
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Tabla 4. Genotipo VPH de alto y/o bajo riesgo

AfRo Genotipo VPH Porcentaje
N° casos (%)
Alto riesgo 327 67,0
2008 Bajo riesgo 35 7,2
Alto riesgo + bajo riesgo 125 25,6
Total 488 100
AfRo Genotipo VPH Porcentaje
N° casos (%)
Alto riesgo 375 62,4
2009 Bajo riesgo 64 10,6
Alto riesgo + bajo riesgo 162 26,9
Total 601 100,0

- Frecuencia de infecciones simples y multiples en citologia

En nuestro medio, observamos que la proporcién de infecciones
simples, es decir, por un Unico genotipo de bajo o alto riesgo fue del 45,5%
en 2008 y 44,4% en 2009. Las infecciones multiples, entendidas como
infecciones por mas de un genotipo de alto o bajo riesgo o infecciones
mixtas por genotipos de alto y bajo riesgo, fueron del 37,5% en el afio
2008 y del 49,1% en el afo 2009 (tabla 5). Si analizamos estos datos,
observamos, que la mayoria de las infecciones miultiples son causadas por 2-
4 genotipos. Los casos con mas de 5 genotipos son poco frecuentes (tabla

6).



Tabla 5. Patrén de infeccion en citologia
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Patrén de infeccién N? de Porcentaje
casos (%)
Infeccion simple 222 45,5
2008 Infeccién multiple 183 37,5
Genotipo no definido 83 17,0
Total 488 100
Patrén de infeccién N° de Porcentaje
casos (%)
Infeccion simple 267 44,4
Infeccion maltiple 295 49,1
2009 Genotipo no definido 38 6,3
Total 601 100,0
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Tabla 6. Niomero de genotipos VPH en el afio 2008 y 2009

Afo N° genotipos N° casos Porcentaje (%)
1 genotipo 222 45,5
2 genotipos 103 21,1
3 genotipos 45 9,2
4 genotipos 24 4,9
2008 5 genotipos 7 1,4
6 genotipos 1 ,2
7 genotipos 1 ,2
8 genotipos 1 ,2
9 genotipos 1 ,2
No definido 83 17,0
Total 488 100,0
Afo N° genotipos N° casos Porcentaje (%)
1 genotipo 267 44,4
2 genotipos 152 25,3
3 genotipos 74 12,3
4 genotipos 32 5,3
2009 5 genotipos 22 3,7
6 genotipos 12 2,0
7 genotipos 2 ,3
8 genotipos 1 ,2
9 genotipos 1 ,2
No definido 38 6,3
Total 601 100,0

- Distribucién de los casos en funcién del estado de la

infeccién por VPH y la edad

Con los resultados obtenidos por afio observamos que la infeccién por
HPV se produce, fundamentalmente, en pacientes jovenes menores de 35

anos (fig. 29).
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Fig. 29. Distribucién de casos negativas/positivas HPV por afio y grupos etareos
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- Edad media de casos VPH positivos/negativos

La edad media de las pacientes que presentaron PCR negativas fue
en el afo 2008 de 37,30 y en el afio 2009 de 36,10, mientras que los
casos con PCR positivas la media de edad fue discretamente inferior,

31,74 en el afio 2008 y 31,93 en el afio 2009 (tabla 7).

Tabla 7. Media de edad en casos VPH positivos y negativos

Aio VPH N° casos Media DT Rango
2008 Negativos 883 37,30 11,903 15-76
Positivos 466 31,74 10,235 16-69
Total 1349 35,38 11,655 15-76
Afio VPH N° casos Media DT Rango
2009 Negativos 989 36,10 11,679 14-74
Positivos 564 31,93 10,557 15-77
Total 1553 34,58 11,458 14-77

- Distribucién de los casos en funcién del estado de la

infeccién por VPH y el tipo de lesién citolégica.

La positividad para la infecciéon de VPH, en los dos afios de estudio
2008-2009, estaban asociadas, a lesiones de alto grado (HSIL),
seguimiento de VPH , lesiones de bajo grado (LSIL) y condilomas, y en
control post conizacibn. Con mucha menor frecuencia, se observé
positividad para VPH en los ASCUS y en las citologias normales y con

cambios reactivos (tabla 8 y 9).
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Tabla 8. Lesion citolégica e infecciéon VPH positiva/negativa en 2008

Ao 2008
Lesién

LSIL
Seguimiento de
VPH

ASCUS

HSIL
Condilomas

C. normal

S. Citologia

Cambios
reactivos

C. postconizacién

Total

N° casos
%

N° casos

%

N° casos
%

N° casos
%

N° casos
%

N° casos
%

N° casos
%

N° casos
%

N° casos
%

N° casos

%

NEGATIVO POSITIVO

483
58,8%
15
35,7%
110
80,3%
23
51,1%
14
41,2%
79
88,8%
75
77,3%
108
86,4%
5
50%
912
65,1%

VPH

338
41,2%
27
64,3%
27
19,7%
22
48,9%
20
58,8%
10
11,2%
22
22,7%
17
13,6%
5
50%
488
34,9%

Total

821
100%
42
100%
137
100%
45
100%
34
100%
89
100%
97
100%
174
100%
10
100%
1400
100,0%
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Tabla 9. Lesién citolégica e infeccion VPH positiva/negativa en 2009

Ano 2009 VPH
Lesion NEGATIVO POSITIVO Total
LSIL N° casos 420 344 764
% 55,0% 45,0% 100%
Seguimiento de  N° casos 72 77 149
VPH % 483%  51,7%  100%
ASCUS N° casos 170 45 215
% 79,1% 20,9% 100%
HSIL N° casos 1 8 9
% 11,1% 88,9% 100%
C. normal N° casos 94 29 123
% 76,4% 23,6% 100%
S. Informacién N° casos 154 55 209
% 73,7% 26,3% 100%
Cambios N° casos 145 29 174
reactivos % 83,3% 16,7%  100%
C. postconizacion N° casos 23 14 37
% 62,2% 37,8% 100%
Total N° casos 1079 601 1680
% 64,2% 35,8% 100,0%

- Genotipos mas frecuentes en cada tipo de lesiéon

Observamos que, durante el bienio estudiado, los genotipos que se asocian
con mayor frecuencia a LSIL son los genotipos de alto riesgo 16, 66/68, 31,
51 y 58 y mientras que en ASCUS y HSIL es el VPH 16 el mas asociado (fig.
30).
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Fig. 30. Genotipos mas frecuentes segln tipo de lesién
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- Distribucién de los casos segun la lesién y patrén de
infeccién

En las lesiones de bajo grado (LSIL), persistencia de VPH y patrones
normales observamos mayor proporcion de infecciones mdultiples mientras
gue en las lesiones de alto grado (HSIL) y control postconizacibn son mas
comunes las infecciones por un Unico genotipo (tabla 10 y 11). En cuanto a
los ASCUS, en el afio 2008 se observé mayor niumero de infecciones simples
mientras que en el afio 2009 se observa un cambio a favor de lesiones

multiples (tablas 10y 11).
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Tabla 10. Patron de infeccion y lesién en 2008

Afio 2008

LSIL

SEGUIMIENTO DE
HPV

ASCUS

HSIL

DENTRO DE
NORMALIDAD

SIN CITOLOGIA

CAMBIOS
REACTIVOS

CONTROL
POSTCONIZACION

N° de casos
%

N° de casos
% |

N° de casos
%

N° de casos
%

N° de casos
%

N° de casos
%

N° de casos
%

N° de casos
%

N° de casos

%

PATRON DE

INFECCION
INFECCION INFECCION
SIMPLE  MULTIPLE
149 189
44,1% 55,9%
7 20
25,9% 4,1 %
15 12
55,6% 44,4%
17 5
77,3% 22,7%
6 4
60% 40%
7 15
31,8% 68,2%
11 6
64,7% 35,3%
3 2
60% 40%
222 266

45,5% 54,5%

Total

338
100,0%
27
100,0%
27
100,0%
22
100,0%
10
100,0%
22
100,0%
17
100,0%
5
100,0%
488
100,0%



Lesién

Total

105

Tabla 11. Patron de infeccion y lesién en 2009

Afio 2009

LSIL

SEGUIMIENTO DE
VPH

ASCUS

HSIL

DENTRO DE
NORMALIDAD

SIN CITOLOGIA

CAMBIOS
REACTIVOS

CONTROL
POSTCONIZACION

N° de casos
%

N° de casos
% |

N° de casos
%

N° de casos
%

N° de casos
%

N° de casos
%

N° de casos
%

N° de casos
%

N° de casos

%

PATRON DE

INFECCION
INFECCION INFECCION
SIMPLE  MULTIPLE
148 196
43,0% 57,0%
34 43
44,2% 55,8%
22 23
48,9% 51,1%
5 3
62,5% 37,5%
14 15
48,3% 51,7%
26 29
47,3% 52,7%
10 19
34,5% 65,5%
8 6
57,1% 42,9%
267 334
44,4% 55,6%

Total

344
100,0%
77
100,0%
45
100,0%
8
100,0%
29
100,0%
55
100,0%
29
100,0%
14
100,0%
601
100,0%
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- Distribucién de casos por tipo de lesién y genotipos de

alto/bajo riesgo

En el aflo 2008 observamos que los genotipos de alto riesgo son mas
frecuentes en los LSIL, ASCUS y HSIL; los genotipos de bajo riesgo son mas
frecuentes en los casos de control postconizaciéon y en los condilomas,
mientras que las coinfecciones por genotipos de alto y bajo riesgo
predominan en los casos de seguimiento de VPH, lesiones condilomatosas y
citologias normales. En el afio 2009, se observa un cambio en relacion con
los casos de seguimiento postconizacion en las que predominan genotipos
de alto riesgo, asi como en los casos de citologias normales, en los que se
reparten en partes iguales los casos de bajo riesgo y los de bajo y alto riesgo

(tablas 12 y 13).
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Tabla 12. Lesién citologica e infeccién por genotipos VPH de alto y bajo riesgo en

2008.

Afio 2008

Lesién citolégica

LSIL

Seguimiento de VPH

ASCUS

HSIL

C. normal

Sin citologia

Condilomas

Cambios reactivos

Control

postconizacion

Total

N° de casos
%
N° de casos
%
N° de casos
%
N° de casos
%
N° de casos
%
N° de casos
%
N° de casos
%
N° de casos
%
N° de casos
%
N° de casos

%

Alto
riesgo
239
70,9%
15
55,6%
19
70,4%
17
77,3%
6
60,0%
9
40,9%
6
30,0%
14
82,4%
2
40,0%
327
67,1%

Genotipos
Bajo .Alto
{ecs r.|esg.;o+
bajo riesgo
23 75
6,8% 22,3%
1 11
3,7% 40,7%
1 7
3,7% 25,9%
0 5
,0% 22,7%
0 4
,0% 40,0%
4 9
18,2% 40,9%
4 10
20,0% 50,0%
0 3
,0% 17,6%
2 1
40,0% 20,0%
35 35
7,2% 7,2%

Total

337
100%
27
100%
27
100%
22
100%
10
100%
22
100%
20
100%
17
100%

100%
487

100,0
%
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Tabla 13. Lesién citologica e infeccién por genotipos VPH de alto y bajo riesgo en
20009.

Aino 2009 Genotipos
Alto riesgo Total
Alto riesgo = + bajo
riesgo ET-.
LSIL N° casos 229 29 86 344
% 66,6% 8,4% 25,0% 100%
Seguimiento de VPH N° casos 52 8 17 77
% 67,5% 10,4% 22,1% 100%
ASCUS N° casos 27 2 16 45
% 60,0% 4,4% 35,6% 100%
HSIL N° casos 7 0 1 8
% 87,5% ,0% 12,5% 100%
C. normal N° casos 13 8 8 29
% 44,8% 27,6% 27,6% 100%
S. citologia N° casos 24 10 21 55
% 43,6% 18,2% 38,2% 100%
Cambios reactivos  N° casos 13 7 9 29
% 44,8% 24,1% 31,0% 100%
Control N° casos 10 0 4 14
postconizacion % 71,4% 0% 28,6% 100%
Total N° casos 375 64 162 601
% del total 62,4% 10,6% 27,0% 100,0

%

C. Estudio de la persistencia de la infeccién por VPH

a) En muestras citolégicas

Se observo aclaramiento de la infeccién en el 40,7% de los casos. En

los casos con persistencia de la infeccion de VPH 34,7% se mantuvo el
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mismo genotipo y en el 24,6% se mantuvo la infeccion por VPH pero con un
genotipo diferente (tabla 14). En los casos que hemos podido valorar la
persistencia de infeccion, la edad media de las pacientes -en cualquiera de
los supuestos considerados- que se mantuviera un genotipo o con cambio
de genotipo, es de 32 afos (tabla15).

Las infecciones persistentes son fundamentalmente por genotipos de
alto riesgo donde el 16 es el genotipo prevalente, seguido del 31, 66/68 y
por coinfecciones de alto y bajo riesgo donde el genotipo 16 esta presente

de forma predominante (fig. 31 y tabla 16 ).

Tabla 14. Persistencia/aclaramiento de la infeccién VPH

Persistencia/aclaramiento N° de
pacientes %

Persistencia de al menos un 131 34,7
genotipo

Positivo pero con cambio de 93 24,6
genotipo

Aclaramiento 154 40,7
Total 378 100,0

Tabla 15. Persistencia de infeccion VPH y edad media de las pacientes

Persistencia de N° de .

infeccién VPH | pacientes Media| DT Rango
Persistencia de al 124 32,29 111,278 15-65
menos un
genotipo

Positivo pero con 91 32,67 | 9,978 16-65
cambio de
genotipo
Aclaramiento 145 32,45 110,134 16-69
Total 360 32,45110,476 15-69
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Fig. 31 Genotipos VPH mas frecuentes en pacientes con persistencia
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Tabla 16. Tipos de genotipos

Genotipo N° de casos |Porcentaje (%)
Alto riesgo 289 64,5
Bajo riesgo 37 8,3
Alto + bajo riesgo 64 14,3
Genotipo no definido 58 12,9
Total 448 100,0

b) En muestras histolégicas

- Frecuencia de lesiones en biopsias

En los 296 casos que se realizd6 biopsia las lesiones diagnésticas con

mas frecuencia fueron CIN2 y CIN3 (tabla 17).
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Tabla 17. Frecuencia de lesiones en biopsias

Lesién N° casos %

CIN1 50 16,9
CIN2 73 24,7
CIN3 142 48

Ca invasor 30 10
Otros 1 0,3
Total 296 100

- Patrén de infeccién por VPH en biopsias

Del total de los casos con citologia y biopsia s6lo 52 casos tenian
realizada la tipificacién y genotipado del VPH.
El patréon de infeccién fue, en el 75% de los casos, por mas de un genotipo

de VPH (tabla 18).

Tabla 18. Patron de infeccion en biopsias

Patrén de infeccién Porcentaje
Frecuencia (%)

Infeccion simple 13 25,0

Infeccion multiple 39 75,0

-Frecuencia de genotipos en biopsias

El genotipo identificado en la mayoria de los casos (80,8%) ha sido el
genotipo 16 con un patrén de infeccion simple o coinfeccion (fig. 32 y tabla
19). Los genotipos que acompanaron de manera mas frecuente al VPH 16 en

las biopsias fueron: VPH 18, 56, 66 y 35 (fig. 32).
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Fig. 32 . Genotipos mas frecuentes en biopsias
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Tabla 19. Frecuencia de casos con infeccion por VPH 16

VPH 16 N° de casos Porcentaje (%)

Si 42 80,8
No 10 19,2
Total 52 100

- Frecuencia de genotipos de alto riesgo y bajo riesgo

El 32,7% de los casos mostré infeccidon por uno o mas genotipos de
alto riesgo mientras que la forma mas comin fue la coinfeccion por

genotipos de alto y bajo riesgo (63,5%) (tabla 20).
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Tabla 20. Frecuencia de casos con genotipos de alto y bajo riesgo

Genotipo N° de casos %
Alto riesgo 17 32,7
Bajo riesgo 2 3,8
Alto riesgo+ bajo riesgo 33 63,5
Total 52 100,0

D. Estudio de la inmunoexpresiéon de p16/ki-67

De los 99 casos evaluadas el 60, 6% de los casos mostraron
negatividad para la tincién dual frente al 39, 4% de positividad (tabla 21).
De estos 99 casos, 12 correspondian a lesiones etiquetadas como ASCUS y

87 a LSIL (tabla 22).

Tabla 21. Frecuencia de casos positivos y negativos a p16/ki-67

p16/ki-67 N° casos Porcentaje (%)
Negativa 60 60,6
Positiva 39 39, 4

Tabla 22. Relacién entre lesion citolégica e inmunoexpresion de p16/ki-67

p16/ki-67
Lesién Negativo Positivo
ASCUS N° casos 6 6
% 10,0% 15,4%
LSIL N° casos 54 33

% 90,0% 84,6%
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En el estudio molecular, por PCR, todos los casos fueron positivos. Los
genotipos mas frecuentes, en los casos positivos para la p16/ki-67, fueron
el 16 (84, 6% de los casos) mientras que en los casos negativos para
p16/ki-67 el 16 estaba presente en el 28,3% seguido, en segundo lugar,

por un grupo de casos con genotipos no definidos (15%) (tabla 23).



Tabla 23. Relacion entre genotipo y p16/ki-67
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p16/ki-67
Genotipo Negativo | Positivo| Total

16 N° casos 17 33| 50f
% 28,3% 84,6% 50,5%

18 N° casos 6 1 7
% 10,0% 2,6% 7.1%
Genotipono | N°casos 9 of 9
definido g, 15,0% 0% 9.1%
31 N° casos 5 1 6
% 8,3% 2,6% 6,1%
33 N° casos 2 1 3]
% 3,3% 2,6% 3,0%

35 N° casos 1 of 1
% 1,7% ,0% 1,0%

4 N° casos 1 of 1
% 1,7% ,0% 1,0%

42 N° casos 1 of 1
% 1,7% ,0% 1,0%

51 N° casos 1 of 1
% 1,7% ,0% 1,0%

52 N° casos 1 1 2
% 1,7% 2,6% 2,0%

53 N° casos 2 of 2
% 3,3% ,0% 2,0%

54 N° casos 2 of 2
% 3,3% ,0% 2,0%

58 N° casos 5 1 6
% 8,3% 2,6% 6,1%

59 N° casos 1 of 1
% 1,7% ,0% 1,0%

6 N° casos 2 0 2
% 3,3% ,0% 2,0%

66 N° casos 1 0 1
% 1,7% ,0% 1,0%

66/68 N° casos 1 1 2
% 1,7% 2,6% 2,0%

73 N° casos 2 0 2
% 3,3% ,0% 2,0%

SPICUM

servicio de publicaciones

lma

<
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Al correlacionar el patron de inmunoexpresiéon pl16/ki-67 en la
citologia convencional con la lesiébn en biopsia observamos que conforme
aumenta el grado de displasia cervical también lo hace la frecuencia de
expresion del marcador, pasando el 5,9% de los casos con CIN1 al 66,7% de
las lesiones CIN3. El cambio mas importante se advierte en el paso de

lesiones de CIN2 a CIN3 (tabla 24).

Tabla 24. Relacién entre lesion histolégica e inmunoexpresion de p16/ki-67

Lesion biopsia p16/ki-67
Negativo Positivo Total
CIN 1 N? de casos 16 1 17
% 94,1% 5,9% 100%
CIN 2 N? de casos 26 6 32
% 81,3% 18,8% 100%
CIN 3 N? de casos 17 30 47
% 36,2% 63,8% 100%
Ca. invasivo N? de casos 1 2 3
% 33,3% 66,7% 100%
Total N? de casos 60 39 99

% 66,6% 39,4% 100%



V. DISCUSION
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El cribado mediante citologia cervical, introducido hace mas de 50
afos, ha representado uno de los mayores éxitos de la historia de la
prevencion del cancer. En paises desarrollados, su implantacion ha permitido
una reducciéon, en las Gltimas décadas, del 70-80% de la incidencia del
cancer de cérvix.""” Actualmente, la prevencion de cancer de cuello uterino
se realiza aunando la deteccion y categorizacion de anomalias morfoldgicas

celulares y la identificacion VPH de alto riesgo por métodos moleculares.

En Espafa, resulta dificil cuantificar de forma precisa el numero de
mujeres que participan en los programas de deteccion precoz de cancer de
cérvix , ya que la captacion de pacientes para la realizacion de citologia
cervico-vaginal se hace de forma oportunista en la mayoria de las
comunidades autonémas, lo que en cierta medida le resta eficiencia y calidad
al procedimiento, dificultando a su vez, el poder recoger, establecer y

tabular de forma adecuada todos los factores asociados a la incidencia. 2

La historia natural de la infeccion por VPH, incluido el modelo de
transmisién, desarrollo de la infeccién, persistencia, aclaramiento e
interaccién con el sistema inmune, se conoce de forma parcial aunque se ha
estudiado extensamente. De ahi que, establecer pautas, para conocer en qué
momento hay infeccion por VPH, predecir la evolucion de la enfermedad, y
en concreto, el momento de inicio de infeccion, es un reto importante en la

medicina actual.''8

Es evidente que respecto a las lesiones intraepiteliales cervicales
asociadas al VPH, uno de los temas con mas relevancia son el seguimiento y

tratamiento para evitar la progresion de la lesién a cancer. La duracion de la
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infeccion es dificil de determinar, varia segun se considere la infeccién
incidente (de adquisicion reciente) o prevalente (cuando se desconoce el
momento de la adquisiciéon). Ademas, se debe afadir la opcién de posibles
reinfecciones,3” asi como otros factores dependientes del genotipo viral y del
huésped. No obstante, en Espafa, la SEGO en el afio 2010 publicé unas

recomendaciones en este sentido.

Son multiples las revisiones bibliograficas que han tratado de valorar la
exactitud del cribado con citologia convencional comparandola con el
diagnostico histologico’?3. Sin embargo, uno de los problemas para la
comparacion de series de casos de diferente procedencia es la variabilidad
gue existe en el tipo de estudio (prospectivo/retrospectivo, de cohorte,
transversal,...), proceso de seleccién de los casos, la reproducibilidad en
diagnostico citologico de los ASCUS asi como los sesgos relacionados con el

proceso de revision.

Esta variabilidad afecta también al estudio epidemiolégico de la
infeccion por VPH que esta limitado, en parte, debida a la heterogeneidad de
las poblaciones de estudio y en menor medida -pero no carente de
importancia- a una ausencia de consenso en el uso de protocolos y métodos
de deteccién de VPH universales que permitan evaluar y obtener datos
comparables. No obstante, en el momento actual, la citologia cervico-vaginal
-tanto convencional como en fase liquida- asociada a estudios de
identificacién de VPH son los que aportan una informacién mas completa de

la prevalencia de la infeccién por VPH en las diferentes lesiones."?

El Proceso Asistencial Integrado (PAI) de Cancer de Cérvix, iniciado
por el Sistema Andaluz de Salud en el afio 2006,% se puso en marcha en el

afno 2007 en el Hospital Universitario Virgen de la Victoria (HUVV) de
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Malaga. En este trabajo, del total de 48.967 de mujeres que acudieron a
centros de atencidn primaria o especializada pertenecientes al Area sanitaria
del HUVV, desde el 1 de enero del 2008 hasta el 31 de diciembre de 2009,
para estudio mediante citologia cérvico-vaginal, se han seleccionado 3080
pacientes con anomalias morfoloégicas en el estudio citolégico y estudio
molecular para la determinacién de VPH. En estos dos afios se realizan en
298 pacientes biopsia para confirmar lesiébn de alto grado y conizacion
posterior, determinando conjuntamente la presencia o ausencia de ADN

viral en tejido cervical e indentificando el genotipo.

La edad media de las pacientes con anomalias en el estudio citologico
fue de 35 afos, siendo el grupo etareo mas representativo el de pacientes
entre 25-34 anos seguido por el representado por pacientes de 35 a 44
afos. Estos datos, son similares a los publicados en los meta-analisis de
Sanjosé et al.2 y Bruni et al.”’® En este Ultimo, se valoran los resultados
correspondientes a 194 estudios realizados en 59 paises diferentes con una
casuistica total de 1.016.719 mujeres con citolégias cervico-vaginales y

valoracion con métodos moleculares de la infeccion viral.

La distribucién mundial de la edad en mujeres con infeccion por VPH
puede presentar una curva bimodal en algunas regiones, con un primer pico
en edades mas tempranas (coincidiendo con el inicio de relaciones sexuales),
una menor prevalencia en edades medias, y un ligero aumento en edades
mas maduras (= 45 afos). En nuestro estudio, este grupo de mujeres
mayores de 45anos (rango de edad 45-54) con citologia atipica es de 223
(16,5%) en el afio 2008 y 261(16,8%) en el afio 2009. Estos resultados,
oscilan entre el 20% publicado en series de América Central donde este
segundo pico de mujeres con infeccién por VPH es semejante al primero

constituido por mujeres menores de 25 afos®® y el 12% observado en el
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resto de Europa y en Norte América (12%), quizas debido a la instauracion

de programas de cribado efectivos desde hace décadas®*.

La prevalencia de la infeccion por VPH, en este segundo pico es
realmente multifactorial y tendriamos que pensar en nuevas conductas
sexuales, caracteristicas virales como tipos y variantes, susceptibilidad del
huésped y tipo cribado previo en estas paciente. Aunque, autores como
Althoff et al.’®', sugieren que la existencia de diferencias geograficas, en
este segundo pico, podria explicarse, en parte, por los cambios en patrones
hormonales durante la menopausia, en los cuales se produciria una posible

interaccion de las hormonas con el ciclo vital del VPH.

En el estudio citologico, independientemente de la edad, las lesiones
mas frecuentes fueron las lesiones LSIL. Concretamente, durante el afio
2008, han sido diagnosticados 821 LSIL (58,64%), y en 2009 764(45,47).
Las atipias de significado incierto (ASCUS), en 2008 fueron 173 (9,4%) y en
2009 215 (12,7%). Por ultimo, las lesiones de alto grado HSIL en 2008

representaron el 3,2%, en 2009 soélo alcanzaron un 0,53%.

Esta distribucion de lesiones en mujeres que participan en programas
de cribado nacional sigue un patrén de distribucién similar al resto de
Comunidades Auténomas de Espaia y al resto de paises europeos, dénde los

casos de LSIL rondan el 41% y los HSIL el 1,2%.7:3%113

En cuanto al porcentaje de ASCUS, que representa en esta serie un 9-
12% de todas las mujeres con anomalias citoloégicas, observamos diferencias
comparado con otros estudios europeos, en el que nimero de ASCUS es

proximo al 25%'°. La prevalencia del ASCUS en nuestra casuistica,
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considerando, el nimero de ASCUS en relacion al total de los estudios
citologicos realizados es del 5%, sensiblemente superior a los datos
establecidos en el afo 2003 por el “American College of Pathologists
surveys” donde la cifra es del 4,65%'2' o con estudios mas recientes, como
el ATHENA(Addressing THE Need for Advanced HPV Diagnostic) HPV study,

donde se describen porcentajes del 4,1%.122

Los ASCUS, en nuestra serie y en otros trabajos publicados, se
reconocen como una categoria cuya interpretacion en citologia cervico-
vaginal es controvertida. El predominio de ASCUS se observdé en mujeres
entre 25-45 afnos, de forma similar a los hallazgos del estudio ATHENA
realizado por Stoler et al. (2010)'22, en el que se estudiaron 47208 mujeres
americanas mayores de 21 afios, con una edad media de las pacientes con

diagnostico de ASCUS de 37 afios.

Los métodos moleculares para identificacion del VPH tienen como
objeto detectar la presencia de secuencias de ADN viral, basandose en la
especificidad y complementariedad entre las bases nitrogenadas que
componen los acidos nucleicos. Una secuencia de ADN solamente hibrida de
un modo muy especifico con otra secuencia de ADN o ARN complementario.
La forma en que se ponen de manifiesto estos hibridos, la composicién de las
sondas de ADN y la existencia o no de amplificaciébn marcan las diferencias
entre las distintas técnicas. En la actualidad, se dispone técnicas
moleculares, sensibles, fiables y reproducibles que han mejorado

notablemente los resultados que se obtenian con las técnicas iniciales 78108

110

En nuestro trabajo, hemos utilizado la amplificacién mediante PCR con

iniciadores de regiones consenso (GP5+/6+), para realizar la identificacion



123

del HPV, en la cual se amplifica la regién L1 con secuencia muy similar entre
todos los HPVs, altamente conservada de 150 pb, que por su mayor

sensibilidad esta refrendada en diversas publicaciones?”:127:128,

La hibridacion con sondas especificas sin amplificar previamente tiene
una baja sensibilidad, y ademas so6lo detecta VPH de alto o bajo riesgo
oncogénico. La amplificacion con iniciadores especificos de tipo, al amplificar
un solo biotipo, resulta muy laboriosa, siendo complicado distinguir los 35
genotipos, ya que ademas debe ser validada para cada uno de ellos.'?7:128 Por
tanto, parece mejor amplificar una zona del genoma que esté conservada en
la mayoria de los genotipos que infectan mucosas, como L1, y proceder
después a la tipificacién'?%'30  por métodos de hibridacion en

array/membrana u otros.

En el estudio ALTS publicado en 2005, se comparan datos de
sensibilidad y especificad de la PCR y la captura de hibridos (HC2). Los
resultados obtenidos mostraron que la amplificacién, con primer consenso
PGMY09/11, tenia una sensibilidad y una especificidad clinica del 84% y el
55% mientras que con HC2 éstas fueron del 92,5% y el 51,1%

respectivamente.

En nuestra casuistica, de todos los casos a los que se realiz6 estudios
de identificacion de VPH por PCR en 2008 resultaron positivas 448 (34.9%)
y 912 (65.1%) negativas. En el afio 2009, los datos fueron similares: 601
positivas (35. 8%) y 912 negativas (65.1%). Estas frecuencias estan en el
rango de las publicadas en el estudio descriptivo efectuado a nivel nacional,
de forma reciente y aln pendiente de publicacién de Alameda et al. %6, En
este trabajo, los autores analizan los datos resultantes de una encuesta
realizada a 48 hospitales nacionales, acerca del método que utilizaron para la
identificaciéon de VPH, VPH positivos y negativos asi como el genotipo/os
prevalentes en funcion del tipo de lesion citologica. Estos autores describen

unos porcentajes de muestras negativas para VPH del 41 al 95% y de



124

positivas del 5 al 59%, donde la heterogeneidad en los métodos utilizados
para valorar el VPH ha sido elevada (citologia convencional, citologia liquida,

PCR, captura de hibridos, métodos caseros...).

Cuando relacionamos el tipo de lesibn citolégica con la
presencia/ausencia de VPH, observamos que el mayor porcentaje de PCR
positivas fueron para aquellas muestras en las que -en el estudio citologico-
se refirid la persistencia de cambios coilociticos atribuidos a VPH (64%),
seguido de HSIL (48,9% en 2008, 88% en 2009), en LSIL (41% en 2008,
45% en 2009). Con mucha menor frecuencia, se identific6 VPH en los
ASCUS (20%) asi como en las citologias normales y aquellas con cambios
reactivos. El notable incremento de la tasa de HSIL con VPH, en el afio 2009
se debe, fundamentalmente, a la realizacién de una nueva PCR con un
primer consenso diferente, cuando el resultado de la interpretacion citolégica

es de HSIL y el estudio por PCR es negativo.

Si volvemos a comparar nuestros datos con los de Alameda et al. '2¢
(tabla 26), observamos que en los ASCUS y LSIL estamos en el limite inferior
del rango mientras que en los HSIL , sobre todo en el 2009 estamos mas

préximos al limite superior.

Tabla 26. Comparacién de estudios PCR positivos en las distintas lesiones

Estudio ASCUS LSIL HSIL
Alameda et al. 26 12-79% 41 -93% 36-100%
HUVV 2008 19,70% 41,2% 48,9%
HUVV 2009 20,90% 45,0% 88,0%

El 20% de VPH en ASCUS de nuestro trabajo, es una frecuencia
bastante menor al 50% descrito en el estudio ALTS(ASCUS/LSIL Triage
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Study).’?* Si comparamos con el trabajo de Alameda et al. '?%, aqui los VPH
en ASCUS oscilaban entre el 12 al 79%. Este rango tan amplio pone de
manifiesto la variabilidad existente en los criterios citolégicos para
caracterizar esta entidad. Quizas la categoria ASCUS, en muchas ocasiones,
responda a la necesidad de identificar el VPH para poder discriminar -en
citologias con rasgos cito-morfolégicos semejantes- los causados por este

agente y otros cambios reactivos.

En nuestra serie de casos del 2008, los genotipos mas frecuentes en
orden decreciente correspondieron a: 16, 51, 31, 6, 18, mientras que en el
afo 2009: 16, 66/68, 31, 6, 58, 18. Si comparamos estos datos con los
publicados por Mufioz et al?” en el afio 2003 (que realiza una clasificacion
epidemiolégica de VPH a partir de 11 estudios caso-control, de paises de los
cinco continentes), o con el trabajo de Bruni et al''®* en 2010 ( que analiza
194 estudios de mujeres pertenecientes a programas de cribado poblacional,
estudios casos-control o bien otras pertenecientes a estudios transversales ,
todas con infeccién por VPH) y con los datos, todavia en prensa de Alameda
et al. '?¢ partiendo de mujeres que pertenecen al programa de cribado

poblacional, observamos las siguientes similitudes y diferencias (tabla 25).

En todos los estudios revisados el genotipo 16 sigue en primer lugar
como genotipo mas frecuentes en las infecciones por VPH,
independientemente de la edad. Pero respecto al genotipo VPH18, ha pasado
de ocupar el segundo lugar en los estudios de Muioz et al?” (tabla 25) y de
Bruni et al''® (tabla 25), a un sexto lugar en afio 2008 y séptimo en el afio
2009, datos similares a los del trabajo realizado por Alameda F et al'?¢ en

2011 en la poblacion espafiola (tabla 25).
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Tabla 25. Comparacién de frecuencia genotipos en distintos trabajos

Mufoz et Bruni et al. Alameda HUVV HUVV
al. 200327 (dic. 2010) F. 201126 2008 2009
116
16 16 16 16 16
18 18 31 51 66/68
45 52 58 31 31
31 31 6 6 58
52 58 52 18 18

La revisién de la bibliografia extranjera y nacional mas reciente pone
de manifiesto que VPH 16 es el genotipo que se repite y aparece en primera
posiciéon en todo el espectro de lesiones citolégicas (ASCUS; LSIL; HSIL)
(tablas 28, 29, 30). Se observa una elevada heterogeneidad para ocupar el
segundo puesto, existiendo notables diferencias de genotipos entre las
series atendiendo al tipo de lesion (tablas 28, 29, 30 ). No obstante, es
preciso destacar, que el genotipo 18 no es el segundo en frecuencia -al
menos en la causistica espafiola- lo cual sugiere que sera necesario disponer
de una segunda generacion de vacunas donde se incluyan otros genotipos de

alto riesgo diferentes?.

Tabla 26. Datos comparativos de frecuencia de genotipos en ASCUS

Referencia Genotipos mas frecuentes
Perrons J Clin Virol 2002 16,33,35,38
Alameda et al 2011 16,58,52,31,51,6,18,66,33,56

HCVV 16,51,18, 31, 58, 66/68, 11
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Tabla 27. Datos comparativos de frecuencia de genotipos en LSIL

Referencia

Genotipos mas frecuentes

Clifford Cancer E. Biom 2005

16,31,51,53,56,52,18,58,66,6

WHO 2010

16,51,66,31,58,33,56,52,18,39

Ili, J Med Virol 2011

16,11,18,31,33,51,52,56,6

Alameda et al 2011

16,51,56,58,6,31,66,8,52, 33

HUVV

16, 66/68, 31,
53,52,59,18

51, 58, 6, 33,

Tabla 28. Datos comparativos de frecuencia de genotipos en HSIL

Referencia

Genotipos mas frecuentes

Perrons J Clin Virol 2002

16,31,51,33,18,58,62

WHO 2010

16,51,31,66,33,58,52,56,18,39

Ili J Med Virol 2011

16,18,31,45,51,53,58,35,42,56

Alameda et al 2011

16,58,31,18,52,51,6,53,66,35v

HUVV

16,33, 51, 58

Hay una gran proporcion de infecciones por VPH que

estan

producidas por multiples genotipos. La identificacibn de genotipos como

agente causal de las lesiones, se complica cuando se producen coinfecciones

por VPH. Estudios realizados sobre la historia natural del VPH, no aportan

evidencias de que exista competencia entre los diferentes genotipos de VPH

gue pueden colonizar el epitelio cervical, ya que el riesgo de adquirir nuevas

infecciones parece no relacionarse, directamente, con la existencia de

infecciones previas'32. Quizas cuando empecemos a disponer de series

amplias en casos con VPH, en poblacién vacunada, podamos identificar los

nuevos genotipos de VPH responsables de estas nuevas infecciones.
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En nuestro trabajo, las mujeres con infecciones simples, es decir, por
un Unico genotipo de bajo o alto riesgo fue del 45,5% en 2008 y 44,4% en
2009; datos similares los encontramos en mujeres con infecciones
multiples, (entendidas como infecciones por mas de un genotipo de alto o
bajo riesgo o infecciones mixtas por genotipos de alto y bajo riesgo), se
expresaron con un 37,5% en el afo 2008 y del 49,1% en el afilo 2009.
Estos resultados contrastan, con los publicados recientemente en la revision
de Bruni et al''é, en el que la presencia de infecciones multiples por VPH era

soOlo de un 20%.

De todos los estudios moleculares realizados identificamos el 67% vy el
62% de genotipos de alto riesgo, durante los afios 2008y 2009
respectivamente. Los genotipos de bajo riesgo se presentaron en un 7,2%
de mujeres en 2008, y un 10% en 2009. Las infecciones por genotipos de
alto y bajo riesgo fueron de 25,6% en el afilo 2008 y de un 26,9% en el afio

2009.

La prevalencia de infecciones de VPH de alto riesgo en mujeres
diagnosticadas de ASCUS en el estudio ATHENA fue de 32%, mientras que
en el estudio ALTS, la asociacién de ASCUS con genotipos de alto riesgo fue
del 48%.5%122 Estas variaciones en la prevalencia podrian justificarse por la
metodologia utilizada para la determinacion del ADN viral. De estos casos
s6lo menos del 0.4% progresaron a lesidbn de alto grado confirmado por
estudio histolégico. Es decir, son muy pocas las lesiones atipicas que

esconden, una lesion de alto grado.

En la serie de casos del HUVV, observamos una mayor proporciéon de
multiinfecciones, en LSIL (55,9% en 2008, y 57% en 2009) y persistencia

de células escamosas con atipias coilociticas (74% en 2008 y 55,8% en
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2009). Los HSIL se asociaron de manera mas frecuente a infecciones por un
Unico genotipo (77,3% en 2008 y 62% en 2009) al igual que el grupo de
mujeres tratadas con conizacién cervical y que tras ello se le realizé un

control por PCR (60%).

En la literatura los datos son controvertidos, cuando se intentan
asociar las lesiones de alto o bajo grado con la infeccion simple o
multiinfeccion. Trottier et al®3 tras un estudio basado en el calculo del riesgo
acumulado de coinfecciones tras cuatro afios de seguimiento, refieren que la
coinfeccién esta relacionada de forma mas importante con los HSIL que con
LSIL, siempre y cuando se excluyeran las infecciones transitorias; no
obstante, ain no existen evidencias claras que verifiquen que las

coinfecciones generen una sinergia para la progresion de infeccion a lesion.®3

En nuestro estudio, en los casos con diagnéstico HSIL el 77,3%
presentaron infeccion por VPH. Estas infecciones fueron simples por
genotipos de alto riesgo, resultados comparables a los publicados por Kjaer
et al. '33 Estos autores, en un estudio con 8656 mujeres VPH16 estiman la
probabilidad de desarrollar una lesiébn de alto grado: 40% cuando el
responsable era un VPH de alto riesgo o 36,4% si habia infeccibn multiple

por VPHs de alto o bajo riesgo.

Otro tema relevante en la historia natural de la infeccién es el
significado real que tiene la presencia repetida en el tiempo de uno o varios
genotipos. Algunos trabajos claves reconocen la importancia del VPH 16 y
en cierta medida de los VPH 18 y 45 como responsables de persistencia y
progresion. No existe consenso para determinar el tiempo necesario que
debe transcurrir para definir persistencia. En este sentido, datos recientes

del estudio ALTS sugieren que las mujeres afectadas por ASCUS/LSIL y
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positividad persistente de ADN del VPH durante un periodo de 24 meses o
mas podrian ser susceptibles, con una probabilidad clinicamente significativa,

de progresar a una lesion de alto grado.

En nuestro trabajo, el 40,7% de las mujeres incluidas presentaron
aclaramiento de la infeccion viral. La edad media de las mujeres cuya
infeccion era persistente (60,3%) fue de 32 aflos. En los casos con
persistencia de la infeccion por VPH, el 34,7% mantuvo el mismo genotipo y

en el 24,6% habia VPH pero de diferente genotipo.

En esta serie del HUVV, las infecciones persistentes se produjeron
principalmente por genotipos de alto riesgo, donde el 16 es el genotipo
prevalente, seguido de 31, 66/68. Estos resultados, silos comparamos con
otros estudios de persistencia publicados como el de Kjaer et al'33, coinciden
los VPH16 y VPH 31 que segun la clasificacion por géneros y especies de
Vllliers et al'’ son dos tipos distintos de una misma especie (Alfa 9); pero,

el genotipo VPH18 aparece en una proporcion muy pquefia de pacientes.

La frecuencia de persistencia fue mayor cuando la infeccion era simple
y por el genotipo VPH 16. En el metaanalisis de Sanjosé et al®, observaron
gue aquellas lesiones con persistencia por infecciones simples, habian
progresado a lesién de alto grado o carcinoma cervical, sobre todo cuando la
infeccion persistente era producida por VPH 45 sin otras coinfecciones. A
este respecto, Vinokurova et al 7' publican que los genotipos VPH 16, 18 y
45 estan mas integrados en el genoma humano que otros genotipos y

favorece que la progresién a cancer se produzca en menos tiempo.
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De todas las pacientes con estudios citolégicos realizados durante
2008 y 2009 , se les realizaron estudios histolégicos a 296 mujeres, donde
50 mujeres (16,9%) se diagnosticaron de CIN1, 73 (24,7%) de CINZ,
142(48%) de CIN3 y carcinoma invasor 30 (10%). En nuestro trabajo, el
patron de infeccién por VPH en biopsia en nuestro trabajo fue de un 75%
para multiinfecciones y de un 25% de infeccion simple. Las infecciones mas
frecuentes en lesiéon histolégica fueron por VPH16 como infeccién simple e
infecciones mdltiples del VPH 16 con 18, 56, 35,... sin poder precisar el
namero de otros genotipos de alto riesgo, y la asociacion entre el nimero y

clases de tipos virales.

Cuando se valoron la persistencia del genotipo en muestras tisulares,
en relaciébn con el que se habia observado en citologia, en el 80% estaba
presente el genotipo 16 con un patron de infeccion simple o como
coinfeccion, siendo los genotipos acompafantes VPH18, 56, 66 y 35. Un
48% de las lesiones fueron diagnosticadas como CIN3, dato semejante a los
publicados en otras series, como las Mosciki et al. 3* y Schiffman et al. '3,
donde refieren que las lesiones CIN 2 tienen una tendencia a la regresion de
forma espontanea , mientras que hay un mayor porcentaje de progresién a
CIN 3 cuando hay persistencia de genotipos de alto riesgo, principalmente si

estan presentes en la infeccion VPH 16 y/o VPH18.

Sanjosé et al. 3% en 2007 realizaron un estudio retrospectivo de la
relacion del genotipos que puede asociarse a carcinoma cervical, dénde los
genotipos 18 y 45 no se suelen asociar estudios con diagnéstico de ASCUS
y es poco frecuente en LSIL, pero si que en carcinomas de aparicién
temprana y sobre todo en mujeres jovenes hay una alta incidencia de casos
con VPH 45, como infeccion simple. Los genotipos 45, 39, y 35 aparecen
en lesiones de alto grado. En relacion con este hecho, la proteina E7 del VPH
45 es una potente transformadora in vitro, datos que avalan los estudios de

Muiioz et al 2003%7 y Clifford et al 2006¢7. El VPH 45 es el tercer genotipo
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de alto riesgo mas prevalente que se encuentra en el carcinoma cervical con
una incidencia mundial que oscila entre el 4-9% 2717 y una prevalencia

significativamente mayor en Sudamérica.’3>

El efecto del nUmero de genotipos de VPH de alto riesgo y CIN 2 o
CIN3, es significativamente mayor, siempre que se excluyan las biopsias
negativas y se considere CIN1T como una referencia categoérica. Ambas
comparaciones demuestran que el riesgo lineal aumenta con el nimero de
genotipos que producen la infeccion independientemente de la clase
oncogénica. Un aumento del riesgo se observa, no sbélo en infecciones
producidas por varios genotipos de alto riesgo, sino también cuando hay un
infecciones producidas por genotipos de alto y bajo riesgo. Hallazgos
similares se han obtenido considerando la clasificacion filogenética en vez de
los tipos de virus o clasificacibn oncogénica . Esta observacion supone la
nocion de que infecciones adicionales contribuyen como factor de riesgo

para SIL/CIN y no la infeccion simple, principal agente oncogénico 63133

Quizas uno de los retos actuales sea la posibilidad de tipificar aquellas
lesiones de cérvix uterino que tengan mayor probabilidad de progresar a
lesion intraepitelial.'®> Son numerosos los marcadores celulares que se han
asociado al respecto, pero hoy en dia se apuesta por el uso de una técnica
inmunocitoquimica con expresion dual de dos marcadores: uno de
proliferacion celular como es Ki-67 y un controlador del ciclo celular como es
la proteina p16. La utilizacibn de esta doble tinciébn, en citologia
convencional o en fase liquida, permite identificar aquellas células con
disregulacién del ciclo celular, en relacion con la integracién del ADN viral en

la célula huésped epitelial.

En nuestra casuistica, en los 100 casos de lesiones ASCUS y LSIL con
estudio molecular por PCR y biopsia, hemos podido correlacionar aquellos

con inmunotincion dual positiva con la progresion a lesion a CIN2+ .
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Observamos co-expresion de p16 y Ki-67 en un 39,7% de las
lesiones LSIL y un 50% de ASCUS. Datos publicados recientemente por
Schmidt et al'? refieren cifras del 18,8% de inmunoexpresion en ASCUS y
27,9% en LSIL. Cuando se correlacionaron estos resultados con las lesiones
en biopsia, observamos un 76,9% de las citologias que progresaron a CIN3,

datos similares al estudio de Schmidt et al. 192

Es necesario comentar que esta técnica de doble tincion, realizada en
citologia exfoliativa convencional previamente tefida con Papanicolau,
presenta algunos inconvenientes. Uno de los mas importantes, es el
derivado del procesado previo de la muestra: es preciso retirar el
cubreobjetos para proceder a la técnica de inmunohistoquimica. Este
proceso requiere de, al menos, 4-5 dias, en el que la muestra esta sumergida
en xilol. Durante este tiempo, se produce una importante pérdida de material
celular, que pudiera ser de relevancia en la interpretacion diagnéstica, sobre
todo en muestras con escaso material lo cual le resta rentabilidad al método.
De hecho, en la literatura los trabajos estan realizados fundamentalmente en
material obtenido a partir de muestras de citologia liquida, donde nos

consta que los resultados son mucho mas alentadores.

En la literatura los trabajos recientemente publicados, han evaluado la
utilidad de la deteccion inmunocitoquimica de biomarcadores de p16/Ki67
(CINtec plus ®) como marcador potencial de displasia en preparaciones
citolégicas y ha demostrado'' un valor predictivo positivo para CIN2+ del
96% en mujeres con citologia negativa / prueba de VPH positiva. La
determinacion de la expresion de p16 especialmente en la seleccion de
conducta para los casos de ASCUS'?6 pero también para los de LSIL, esta
demostrando alta rentabilidad predictiva para CIN2 +, por lo que podria
incorporarse en los algoritmos de cribado. En resumen, los resultados de los

estudios publicados presentan el uso de la técnica dual p16/Ki-67 en
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citologia cuando el diagnéstico de la citologia sea dentro de la normalidad,
pero se ha identificado presencia de VPH. Se ha demostrado en estudios
observacionales longitudinales’?%13%137 sobre todo en mujeres mayores de 30
anos, donde se ha demostrado un mayor niumero de lesiones de alto grado al
realizar el estudio colposcépico, quizas se deba a el tiempo de desarrollo de
lesibn que puede oscilar entre 5-7 aflos porque existe un rango de latencia

hasta de 8 afios desde la infeccion inicial hasta la aparicién del cancer.
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1%) En el grupo de pacientes estudiados, el genotipo16 del virus del
papiloma humano (VPH) es el mas frecuente en muestras citoldgicas, y se

presenta como infeccidén simple o acompafado de otros genotipos.

2%) El genotipo 18 de VPH, considerado como el segundo en
importancia en la mayoria de los trabajos internacionales, en nuestra
casuistica ocupa un sexto o séptimo lugar (dependiendo del afio), por lo que

pierde relevancia epidemiolégica.

3%) Observamos una evidente asociacién entre la categoria citolégica
de lesién y la infeccién por virus del papiloma humano. La presencia de VPH
se advirti6 en mayor proporcion y, en orden decreciente, en: lesiones
escamosas cervicales de alto grado (HSIL), lesiones con persistencia de
cambios citopaticos compatibles con infeccion por VPH, lesiones de bajo
grado (LSIL), en controles citolégicos de pacientes con tratamiento previo
por conizaciébn y cuando se observaban células escamosas atipicas de

significado incierto (ASCUS).

4%) En lesiones HSIL y ASCUS son mas comunes las infecciones
simples por genotipos de alto riesgo, mientras que en las lesiones LSIL
observamos una mayor frecuencia de infecciones mdultiples, sobre todo por

genotipos de alto riesgo.

5%) Tras dos afios de seguimiento de las lesiones por VPH en
muestras citolégicas, encontramos una elevada frecuencia (60,3%) de casos
en los que persiste la infeccién, que generalmente se corresponden con

genotipos de alto riesgo, especialmente el VPH 16.

6%) A la vista de la correspondencia cito-histolégica, se puede inferir
que el genotipo VPH 16 es el principal responsable -en nuestro medio- de las

lesiones escamosas de alto grado y carcinoma incipiente.
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7%) En citologia exfoliativa convencional, la valoracion de lesién celular
mediante la inmunoexpresion de p16/Ki-67 no ha cumplido todas nuestras
expectativas, quizas por problemas inherentes a la propia metodologia: que
conlleva una importante pérdida de material celular, que puede ser relevante
para la interpretacion final. No obstante, aunque el indice de
inmunoexpresion en el total de las lesiones fue inferior al 40%, en los ASCUS,

observamos un 50% de coexpresion y en LSIL el 39,7%.
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