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EPIDEMIOLOGIA DE LAS INFECCIONES POR VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO
(VPH) Y SUSLESIONES ASOCIADAS
Silviade Sanjosé
Ingtitut Catala d’ Oncologia
Servel d Epidemiologiai Registre dd Cancer

Las infecciones por virus de papiloma humano (VPH) representan una de las
enfermedades de trangmison sexud més comunes. La familia de Papilomavirus Humanos
cuenta con més de 100 tipos virdes cladficados en tipos de dto riego y tipos de bgo riesgo.
El paradigma de los primeros lo congtituyen los tipos VPH 16 y VPH 18 y @ de los segundos
los tipos VPH 6 y VPH 11. Los VPH de tipo 6 / 11 rara vez se encuentran en lesiones
neoplésicas y cursan predominantemente con los Condilomas Acuminados (CA) y la
papilomatosis laringea. Los tipos de dto riesgo siguen predominantemente un curso slente y
una fraccion consderable de las infecciones es auto-limitada

Tanto la mujer como & hombre pueden ser portadores asintomaticos y vehiculos de la
infeccion por VPH. La diseminacion se produce, principdmente, por contactos sexudes. En
las edades de mayor actividad sexud, la prevaencia de infecciones subclinicas por VPH
(presencia de ADN virad con morfologia normal o de cambios minimos) puede ser de hagta un
40 % de la poblacién femenina, con tasas de infeccidén de un 10-15 % anud. En los grupos de
edad de mas de 30 afios, la prevalencia se reduce aun 5-10 %.

El VPH s deecta en la mayoria (70 - 90%) de las lesones precursoras 0 lesiones
intraepitelides de ato grado y, en una menor proporcion (20 - 50%), en las lesiones de bajo
grado. Los estudios de casos y controles de carcinoma invasor  indican estimaciones del
riesgo relativo (factor multiplicador de la probabilidad de enfermar sobre una probabilidad de
referencia, también denominada razén de momios y Odds Ratios (OR)) entre 50 y 100 para la
deteccion de ADN de VPH y riesgos (OR) entre 100 y 500 para los tipos 16 y 18. En adgunos
edudios estas cifras dcanzan vaores entre los 500 y los 1000. Las fracciones de cancer de
cudlo uterino atribuibles a VPH (proporcion de casos en una poblacion en los que € VPH
eta consderado como un agente causd) cdculadas a patir de estos estudios oscilan
arededor de 95-99 %. Las asociaciones observadas entre la infeccion por VPH y @ cancer
cavicd son las més fuetes de las identificadas en cancerologia humana, exisiendo un
consentimiento creciente en cdificarlas como causa necesaria (ausencia de enfermedad en
ausencia de infeccidn) e insuficiente (presencia de infeccion sin presencia de enfermedad)
debido d gran numero de infecciones que se resuel ven espontaneamente.

La infeccion persgente por VPH oncogénicos es d primer requisto paa la
cacinogéness cevica, aunque en ocasones £ han identificado otros co-factores
(ambientales 0 congeénitos) capaces de modular la perastencia de la infeccion y la progreson
de la infeccion a neoplasa La evduacion de co-factores es mas precisa cuando se comparan
los casos de cancer de cuello uterino a controles expuestos d VPH (correspondientes a
mujeres con ADN de VPH y citologia norma en los estudios de casos y controles). Los
riesgos observados para las mujeres expuestas a VPH que han estado tomando
anticonceptivos oraes por un periodo de 5 afios 0 més, que son fumadoras o que han tenido
una paridad dta (7 o més embarazos a término) oscilan entre 2 y 5. Los antecedentes de
infecciones por Herpes Smplex Virus tipo 2 (HSV-2) y Clamidia Trachomatis también
confieren un riep devado en nuestros estudios, aunque la literatura cientifica sobre estos
factores es menos consigente. Es importante indicar que estos factores actlan como
promotores de carcinogénesis Unicamente en presencia de ADN vird. Edas observaciones
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son consgtentes con la recomendacion de incorporar dguna forma de test de VPH en los
programeas de vigilancia de las mujeres con alguna de estas exposiciones.

Describir @ origen vird de cancer de cudlo uterino y la puesta a punto de técnicas de
diagndgtico clinicas ha abierto nuevas e interesantes opciones para megorar los programas
citologicos de cribado. La deteccion de VPH se utiliza como discriminante prondstico en los
casos de citologias ambiguas (ASCUS, CINI, discariosis leve...). La deteccion vird en casos
de ASCUS predice la coexigencia de una leson de dto grado con mayor sendtividad, y con
meor relacion coste-beneficio, que la repeticion de la citologia o incluso que la colposcopia
inmediata con 0 Sin biopsiadirigida

En las mujeres mayores de 30-35 afios la deteccion vird se esti evaluando como: 1/ test
primario de cribado asociado a la citologia en los paises con programas de cribado
edtablecidos;, 0 como 2/ test primario en poblaciones donde los programas de cribado
citolégico son muy deficitarios, en cuyo caso la citologia o la biopsia se consideran como test
secundario de triage y confirmacion de la leson. En todos los casos, se ha demostrado que la
sengtividad de la deteccion vird es superior a la de la citologia especidizada para detectar
lesiones prevalentes.

El desarollo de vacunas profilécticas, tergpéuticas o combinadas es una nueva opcion
para la prevencion o € tratamiento de las infecciones por VPH y quizas para € tratamiento de
las infecciones edtablecidas. Los experimentos animdes indican que las vacunas profilécticas
son eficaces en inducir una respuesta inmunitaria que a su vez protege a los animdes de
infecciones inducidas por Papilomavirus especificos de especie. Los estudios en grupos
humanos estan en fase Ill.  Los primeros resultados de “demostracion de principio” indican
que la vacunacion frente d VPH 16 induce una respuesta inmunitaria en todas las mujeres
vacunadas y ofrece una proteccion del 100 % frente ala infeccion persistente por VPH 16.

En condudon, la introduccion de la tecnologia asociada ad VPH en edrategias de
prevencion permite augurar una via de avance en la reduccion de la mortalidad por cancer de
cudlo uterino. A medio plazo, la vacunacion profiléctica de las adolescentes deberia reducir
condgderablemente € esfuerzo de cribado en edades adultas.
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CITOLOGIA CONVENCIONAL: PAP TEST.

Dr. E. Vilaplana, FIAC.
Ingtituto de Citodiagnostico. ALICANTE.

Nadie puede discutir que € peor enemigo dd cancer Cervico-uterino ha sdo y es la
citologia cervicovagind de rastreo. Su aplicacion, de una u otra manera, ha hecho disminuir
sensblemente & nlmero de carcinomas cervicaes y ha savado miles de vidas desde hace 50
anos.

En la actudidad es patente la discusén sobre d vador de la téenica citologica
convenciondl. Sabemos que sus resultados combinados con la colposcopia megoran €
diagndstico de las lesones cervicdes. Sabemos que no ha perdido vaor como técnica de
rastreo o cribado y sabemos que en este sentido € uso de la citologia en medio Iquido tiene
sus ventgas e inconvenientes. También sabemos que la combinacion con los test de
investigacion y tipificacion mejoran la orientacion y mangjo de sus resultados.

Todo elo no ha logrado desplazar plenamente d llamado “test de Papanicolaou’.
Todas las combinaciones con la colposcopia, medio liquido, test VPH, etc... no tienen actud
aplicacion en los paises que eufemigicamente llamamos “ en vias de desarollo” y que
casua mente son los que “gozan” dd cervicad como primer cancer de lamujer.

Pese d tiempo que nos separa de las conclusones de Karita Nanda (2000), éstas
siguen estando vigentes. “El Pap test es todavia la Unica técnica de cribado que ha demostrado
reducir la incidencia y mortdidad dd cancer cervica”. Conclusones basadas en amplio
estudio sobre la sensibilidad y especificad de la prueba.

En Espaia la citologia cevicovagind cumple criterios de cdidad. Afirmacion
contundentemente avalada por nuestra incidencia del problema, y, todo elo, conscientes de
gue NUNCA se ha desarrollado un CRIBADO POBLACIONAL en nuestro pais. Pero es de
judticia traer a un primer plano un aspecto sobre € que, generdmente, no s insge la
citologia de cribado cervicovagind den Espafia es de cdidad porque la primera lectura de los
extendidos b es. Y lo es gracias a la formacion, dedicacion y criterio de los citotecndlogos.
No en bade somos € <ptimo pais en nimero de dlos acreditados por la Academia
Internaciona de Citologia, tan solo detrés de los Estados Unidos de Norteamérica , Japon,
Alemania, Hong-Kong, Inglaterra y Audrdia Y no sdlo dlo, dgo més S queremos
continuar asi sOlo debemos fomentar su formacion sino facilitarles todos 1o medios de puestas
d dia tdes como cursos, congresos, etc... y otorgarles la importancia que merecen desde su
practicamente anénimo puesto de trabgjo.

¢JPorqué decimos que nuestra citologia cervico vagind es de cdidad? Por los
resultados. Pero....¢utilizamos controles de cadidad? Parece ser que son muy vaiables y no
sempre congtantes. Los més aceptados son actudmente la llamada “segunda lectura rgpidd’,
realizada por otro observador, y la objetivacion porcentual de nuestros resultados comparados
con los aceptados por consenso. Para dlo precisamos criterios objetivables y transmisibles.

Otro punto a considerar es aguel que , no constando en parte aguna, con d tiempo va
raviando y agandose de los conceptos clésicos. Todos sabemos lo que es un falso positivo y
un falso negativo. Pero....¢, quién ha otorgado € titulo de faso negativo a un resultado que no
ha congderado una lesion de bgo grado 6 lo que es aln mas exigente una anomdia de origen
indeterminado ?. Aqui la controversa seré interminable porque entrarian en juego criterios
gue no todos comparten y que ciertamente son dificiles de objetivar y tranamiitir.
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Otra de nuestras ciertas redidades es que no todos los laboratorios elaboran sus
resultados con € sstema Bethesda 2001. ¢ Como vamos a condtatar variabilidades entre los
observadores s no hablamos todos & mismo idioma?

Fndmente nos gudaria dgar constancia de una muy actud redlidad: Esamos en una
SESION CONJUNTA DEL CLUB DE PATOLOGIA GINECOLOGICA DE LA
SOCIEDAD ESPANOLA DE PATOLOGIA Y DE LA SOCIEDAD ESPANOLA DE
CITOLOGIA. Fdlicitaciones a todos.

La sesion lleva por titulo: PAPEL DEL PATOLOGO EN EL CRIBADO Y
DIAGNOSTICO DE LAS LESIONES PREMALIGNAS Y EL CANCER DE CERVIZ:
Técnicas clésicay propuestas actuales.

En mi modesta opinion nos ha fatado una técnica clasca : la colposcopia. ¢Porqué?
Ya son muchos los pat6logos incorporados a esta técnica en unidades de patologia cervica, y
no tan sdlo esn: en muchos lugares es préctica habitud (cribado oportunista) en manos de
patdlogs, y en otros muchos existen cursos de COLPOSCOPIA en cursos y congresos de
PATOLOGIA, como recientemente hemos visto en México (Monterrey 2004), Argentina
(Buenos Aires 2004), etc...

Concluyo confesando que no podemos dgar atrés técnicas clésicas ni cerrar puertas a
las propuestas actudes S nuestro medio y economia nos |o permite.

Bibliogr afia
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NUEVAS TECNICASEN CITOLOGIA: CITOLOGIA EN FASE LIQUIDA
Javier Séenz de Santamaria
Hospita Universitario Perpetuo Socorro. Badgjoz

INTRODUCCION

Desde su introduccion en los afios 50, la técnica de citologia cervico-vagind por
Papanicolaou ha ddo la mgor herramienta para reducir sgnificativamente la mortdidad por
cancer de cérvix. Sin embargo, en los paises que han puesto en préctica un programa de
despistge, @ proceso e ha estabilizado en las dos Ultimas décadas, posiblemente debido a
gue edta técnica ha recogido todos los beneficios que ofertaba. La citologia cervico-vagind
convenciond presenta un nimero Sgnificativo de limitaciones que dan lugar a un indice dd
5-15% de fasos pogtivos y dd 15-40% de fasos negativos. Se estima que gproximadamente
hasta dos terceras partes de los fasos negativos se deben a limitaciones en la toma de la
muestra. En este sentido, no todas las cdulas recogidas del cérvix quedan adheridas a porta
objetos, bien por defecto de la extensdn, bien porque parte de las cdulas pueden quedar
adheridas a dispodtivo de la recogida (cepillo, egpétuld). Ademés existen casos donde la
adecuada interpretacion de los extendidos convenciondes se ve comprometida por € exceso
de sangre, moco, cdulas inflamatorias, defectos de fijacion, artefactos provocados por
desecacion y ocasondmente por € escaso componente ceular. Para corregir estas
limitaciones 2 ha intentado durante afios investigar técnicas dterndivas capaces de disminuir
sgnificativamente @ nimero de fa sos negativos.

En eda linea, la FDA (Food and Drug Administration) aprob6 en 1996 un sstema
basado en la citologia liquida, permitiendo una homogeneizacion de la muestra con adhesion
a porta-objeto en capa cdular fina y fondo limpio, lo cud facilita sustancidmente su lectura
Los andiss dinicos que condujeron a la FDA a la aprobacion de esta técnica se basaron en €
edudio de mé de s@s mil mujeres y concluyeron con un aumento Sgnificaivo en la
deteccion de lesiones intragpitelides y una reduccion proxima d 30% en d nimero de
muestras no valorables.

TECNICA

Una vez recogida la muestra citologica cervicouterina de forma habitua se introduce
en un vid que contiene un liquido conservante (base metanol). De este modo précticamente la
totdidad de las cdulas recogidas s trandieren d vid y quedan fijadas inmediatamente. El
vid se identifica y se envia a laboraorio para su procesamiento. Los porta-objetos se
prepaan de forma automaizada, obteniéndose muestras citoldgicas  uniformemente
digribuidas, limitada a un @ea circular dd porta-objetos que albergan un nimero aproximado
de 50.000-70.000 cdulas. Las cdulas se disponen en una fina capa, homogénea, libres de
moco, sangre'y cdulas inflamatorias

VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LA CITOLOGIA DE BASE LIQUIDA SOBRE LA
CONVENCIONAL SEGUN DOCUMENTO CONSENSO DE LA SEC, SEGO Y AEPCC.
VENTAJAS.

- Muedtras mas representativas

- Msgor conservacion de la muestra

- Digminuye las muedtras no satisfactorias

- Aumentad nimero de lesiones precursoras (En controversia)

- Digminuye € nimero de ASC-USy AGC (En controversia)
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- Digminuye d tiempo de lectura
- Utilizacion dd materid restante paraandisis ADN-VPH

INCONVENIENTES
- Tiempo de procesamiento més largo
- Formacién especiadizada para lainterpretacion de los estudios
- Necesdad de un periodo, variable, paralalectura
- Necesidad de mayor concentracion en lalectura
- Sensble aumento del costo en todas las fases del proceso

DISCUSION

Las limitaciones de la técnica de Papanicolaou son debidas a la proporcion de
muestras no vaorables o poco Sgnificativas y a una senshilidad limitada por varios factores.
Aproximadamente dos tercios de los fasos negativos de deben a errores en la toma de la
muestra. Ademas, no todas las cdulas recogidas son traspasada a porta-objetos por defecto
de extension o porque parte de elas pueden quedar adherida a dispositivo de recogida. De td
forma, se estima que aproximadamente € 80% de la muestra recogida es desechada. El tercio
restante de los fdsos negativos ocurren en d laboratorio como consecuencia de una dificil
interpretacion por defecto de fijacion o enmascaramiento de la celularidad  por exceso de
moco, sangre, cdlulas inflamatorias u otros artefactos.

En gran parte, la citologia de base liquida es cgpaz de corregir las didtintas fuentes
responsables de los falsos negativos. En este sentido, cas la totdidad de las cdlulas recogidas
son trandferidas d medio consarvante (de accion mucolitica y  hemolitica), fijandose
inmediatamente. El proceso automatizado de filtracion dispersa y homogeneiza la muestra
celular obteniéndose como resultado una capa fina de cdulas representativas y libres de
artefactos.

Los estudios de comparacion en muestras divididas (Split — sample), directos y de
meta-andiss documentados en la bibliografia conduyen que la citologia liquida meora la
cdidad de la muedtra en todos los casos, disminuye € nimero de muestras no satisfactorias,
ASC-US y céulas glandulares atipicas (AGC), aumenta la sengbilidad en € diagnégtico de
LIPdebgoy dto grado y disminuye d tiempo de lectura.

La formacién especidizada para la interpretacion de los estudios y la necesdad de un
periodo de adaptacion para la lectura, recogida en € documento consenso como inconveniente
de la citologia liquida, podria ser cuedtionada puesto que la adaptacion a una citologia de
mayor cdidad, sin dementos enmascaradores (moco, sangre, inflamacion) y sin artefactos de
desecacion debe ser extraordinariamente répida o instantanea.

No hay duda que existe un aumento del costo por proceso cuando se compara
adadamente la citologia de base liquida con la convenciond. Sin embargo, la sgnificaiva
disminucion de muestras no satisfactorias, la disminucion dd tiempo de lectura, @ aumento
en la identificacion de lesones precursoras, la disminucion de diagnosticos de ASC-US, AGC
y la poshilidad de deteccion y tipge dd ADN-VPH utilizando la misma muestra y, por tanto,
evitando una segunda consulta, reducen sustancidmente los costes y ayudan a equilibrar la
relacion coste-eficacia

CONCLUSIONES:

La ctologia de base liquida disminuye dgnificativamente la pérdida de céulas con
repecto a la citologia convencional (muestras més representativas) y meora la cdidad con la
consecuente disminucion del nimero de muestras insatifactorias o inadecuadas.
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La uniformidad cdular y la diminacion de atefactos aumenta la deteccion de la
enfermedad 0 sensihilided y disminuye € nimero de ASC-US (en controversia) y € tiempo
de rastreo.

La citologia de base liquida amenta la cantidad de cdulaidad disponible,
permitiendo la repeticion de la muedtra y la gplicacion de técnicas complementarias
(deteccidon del ADN del VPH y otras técnicas), ahorrando segundas consultas y la ansiedad de
la paciente.

La citologia liquida facilita € desarrollo de programas de diagndstico precoz de cancer
de cérvix.

La relacion codo-efectividad debe vdorarse de forma globd sumando los costes
directos e indirectos que se derivan a corto y a largo plazo con la gplicacion de la citologia de
base liquida.
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LA BIOPSIA EN EL MANEJO DE LAS LESIONES CERVICALES.
Dr. David Hardisson
Dpto. de Anatomia Patologica
Hospitd Univerdtario La Paz, Madrid.

Desde la introduccion de la citologia cervicovagina por Papanicolau en 1943, los
programas de deteccion precoz del cancer de cérvix y de sus lesones precursoras han
contribuido a disminuir de modo notable la morbi-mortdidad de este tipo de lesones. La
consecuencia inmediata de estos programas de screening cérvicovagind ha sSdo € incremento
sgnificativo en € nimero de biopsas cevicdes redizadas tras la visudizacion dd cudlo
uterino mediante la colposcopia. El andliss histopatoldgico de estas muestras es importante,
en tato que determina d mango clinico y las pautas de seguimiento de las pacientes
dfectadas por este tipo de lesiones. Por elo, € diagnostico histolégico es considerado €
patron de referencia (“gold standard’) en d que d dinico s basa para planificar €
tratamiento de estas pacientes. De este modo, € éxito de este tipo de programas radica,
fundamentalmente, en dos aspectos & una buena concordancia entre los diagndsticos
citologico e higtaldgico y, b) lareproducibilidad del diagndstico histol dgico.

El diagndgico higologico s basa en la idetificacion visud de determinadas
caacteriticas morfol0gicas asociadas a patologias concretas. La habilidad diagndstica
requiere, por tanto, perspicacia visud y experiencia pero edta influida por la vaguedad y la
incertidumbre asociada con la interpretacion de lo que se ve y la subjetividad de la
terminologia usada para describir los hadlazgos morfolOgicos. Para llegar d diagndstico de
SIL, los patdlogos nos basamos en una serie de dteraciones morfologicas, como € grado de
pleomorfismo nuclear, € paron cromatinico nuclear, € nimero de mitoss y su locdizacion
dentro dd epitdio, la presencia de mitoss atipicas, la pé&dida de polaidad y la
desorganizacion de las cdulas epitdides, la fdta de gradiente madurativo y la presencia de
coilocitos. La mayoria de edos criterios son  subjetivos y, por tanto, dificilmente
reproducibles.

La dadficacion inicid de las lesones escamosas precursoras del cancer de cuelo
uterino establecio tres grados displasa leve (o neoplasia intragpitdia de cérvix, CIN, grado
1), displasa moderada (CIN 1l) y displasa severa (CIN 1ll) o carcinoma intragpitdid. Sin
embargo, con @ paso dd tiempo edta clasificacion se mostrd escasamente reproducible. Surge
adl la cladficacion de Bethesda, que clasfica las lesiones escamosas precursoras del cancer de
cérvix en dos caegorias Unicamente leson intraepitdid escamosa (SIL) de bgo grado
(equivdente a la antigua displesa leve-CIN 1) y lesion intragpitia de dto grado (equivdente
a CIN 11y CIN 111).

Los estudios que andizan la variabilidad interobservador en € diagndgtico histolégico
de las lesones del cérvix uterino han demostrado que la concordancia entre patlogos es
excdente en € caso de los carcinomas infiltrantes y moderadamente buena en d caso del SIL
de alto grado. Sin embargo, en las lesones de bago grado, la concordancia entre observadores
es bga En d edudio multicéntrico ALTS (Atypical Squamous Cell of Undetermined
Sgnificance-Low grade Squamous Intraepithelial Lesion) patrocinado por € Ingtituto
Naciona de Cancer (NCl) de Edtados Unidos se andizaron 2237 biopsias de cévix
obtenidas tras la redizacion de colposcopia. Tras la revison redizada por un pand de
expertos, @ diagnogtico inicid de SIL de bgo grado sdlo se mantuvo en & 43% de los casos
(Kappa 0,46). Las mayores dificultades se encontraron en d diagndstico diferencid entre SIL
de bgo grado y meteplasa escamosa reactiva, 1o que indica que los criterios morfologicos
empleados para diferenciar ambas lesones son claramente insuficientes. En este sentido,
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varios esudios han confirmado d vaor de la atipia nuclear en la digincion entre la meteplasa
reactivay € SIL de bgo grado. Adi, los estudios de correlacion entre la infeccion por HPV y
los cambios morfolgicos asociados han demostrado cas invariablemente que la presencia de
haos perinucleares en ausencia de atipia nuclear es un halazgo inespecifico y que, por tanto,
e diagnogtico de SIL de bgo grado debe hacerse Unicamente cuando existe atipia nuclear
ggnifictiva

Lo anteriormente expuesto ha llevado a la blsgueda de nuevos biomarcadores (tiles en
e diagndgtico diferencid entre meteplasa escamosa y SIL de bgo grado y entre SIL de bgo
grado y SIL de dto grado. Entre estos marcadores, los que hasta  momento han demostrado
mayor utilidad en la préctica clinica diaria han Sdo € estudio de la expreson de pl6 y €
indice de proliferacion (MIB1). La proteina pl6 esta codificada por € gen supresor tumora
CDKN2A (MTSL, INK4A), locdizado en € cromosoma 9p21 y actlla como inhibidora de las
quinasas dependientes de ciclinas (cdk) desacderando € cicdlo cdula mediante la
inactivacion de los complgjos cdk4- y cdk6-cicilna D. Estos complgos regulan € punto de
contro de la fase G1 dd ciclo cdular mediante la fosforilacion y la subsguiente inactivacion
de la proteina del retinoblastoma (pRb), 0 que libera E2F y permite a la cdula entrar en b
fase S. En d céncer de cévix, pRB ega funciondmente inactivo en las fases inicides de la
carcinogénesis como consecuencia de la expreson del gen E7 de virus dd papiloma humano
(VPH). Se ha demosgtrado la existencia de una correlacion reciproca entre pRb y pl6, lo que
explica la sobreexpresdn de pl6 observada tanto en los carcinomas de cérvix como en sus
lesiones precursoras.

La sobreexpresion de pl6 es facilmente detectable mediante inmunohistoquimica por
lo que s ha planteado su utilidad como biomarcador que puede permitir identificar de forma
inequivoca las cdulas con cambio neoplésico inducido por d VPH, lo que mgoraria la
vaidbilidad inter- e intraobservador en la valoracion de esta lesones. Asi, se observa
inmunorreactividad moderada o intensa frente a pl16 en cerca del 90% de los casos de SIL
(dto y bgo grado), con un vaor predictivo postivo dd 88,7%. Ademés, estudios recientes
han demostrado que la expresion de pl6 se correlaciona con € grado de displasia, Ssendo mas
intensaen las lesones de dto grado, y con lainfeccion por un VPH de ato riesgo.

La vdoracion dd indice de proliferacion (MIB1) mediante inmunohistoquimica
también ha demostrado su utilidad para diferenciar lesones reactivas de SIL de bgo grado. H
indice de proliferacion se incrementa progresivamente desde lesiones reactivas hasta d SIL de
dto grado. En este sentido, se ha demostrado la presencia de cdulas con inmunoexpresion
para MIB-1 en los dos tercios superiores del epitelio cervicad en @ 71,4% de los SL de bgjo
grado y en d 94,7% de los SIL de adto grado, mientras que € porcentge de células MIB-1
positives era de tan sdlo d 7,7% en las metaplasias escamosas y del 0% en los epitelios
atroficos.
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TECNICAS DE HIBRIDACION IN SITU Y SU PAPEL EN EL CRIBADO Y EL MANEJO
DE LASLESIONES CERVICALES. HIBRIDACION IN SITU.
Francesc. Alameda.
Servicio de Patologia. Hospital del Mar.

Una de las técnicas que es posible aplicar sobre células y tgidos es la hibridacion in
Stu sobre portaobjetos. Ello permite detectar postividad o negatividad en cdulas y tgidos
gue previamente hemos interpretado como patologicos. En consecuencia no es propiamente
una técnica de cribado poblaciond, sno que debe exidtir una lesién ceular previa reconocible
en una biopsa o un extendido citologico. El papd de la citologia en fase liquida (TPPT), es
importante en este aspecto.

Como es conocido la técnica se basa en la desnaturadizacion por caor ded DNAqQue
contiene la zona problema, y pogerior enfrentamiento a una sonda de DNA de secuencia
conocida, complementaria a DNA problema. Esta sonda la podemos marcar con distintos
productos que puedan ser usados para visudizar la reaccidn, y en consecuencia los podamos
utilizar para demodtrar, en definitiva, la presencia dd fragmento de DNA en cuedtidn, en la
muestra problema  En consecuencia podriamos  utilizar tres hibridaciones in Stu, una para
detectar VPH, otra para detectar VPH de ato riesgo y una tercera para detectar VPH de bgo
riesgo. En la practica se utilizan solamente sondas de DNA de VPH de dto riesgo. Este
método nos permitird demostrar la presencia de VPH de dto iiesgo, pero no permite tipificar
y en consecuencia conocer cud es especificamente € tipo de virus que esta presente en la
muestra problema. En la practca este es un detalle poco importante.

Las dtuaciones clinicas en las que se recomienda determinar la presencia de VPH, son
las sguientess ASCUS, en concreto ASC-H de la clasficacion de Bethesda, y en los controles
post-conizacion. No et claro S debe determinase la presencia de VPH de dto riesgo en
casos de displasa leve. En este sentido cabe recordar que € estudio ALTS demuestra
positividad para VPH-HR en & 80% de los casos de displasa leve y en consecuencia a los
ginecdlogos no les es util la determinacion de VPH en casos de displasia leve ya que no les
discrimina practicamente dos grupos poblaciondes. Sin embargo hay que tener en cuenta que
e estudio ALTS esta basado en determinacion de VPH mediante tecnica de captura de
hibridos, y que, en comparacion con PCR, la captura de hibridos tiene unos fasos postivos de
arededor del 25%.Por tanto cabe pensar que € estudio ALTS redizado con otro tipo de
técnica, quiza menos senshle pero més especifica hubiera dado otros resoltados i quiza s
discriminaria en dos grupos en los casos de displasa leve. En @ seguimiento de edas
pacientes, cobra mportancia la determinacion de la presencia de VPH ya que parece que la
persstencia de la infeccion puede ser un dato importante para la progresion de la displasa La
determinacion de la preesencia de VPH de dto riesgo en casos de displasa moderada,
digplasa severay carcinomainfiltrante, es clinicamente irrelevante.

Otro de los datos que puede ser importante en € seguimiento de estas pacientes, es la
caga vird, ya que cabe pensar que la carga vird esta directamente relacionada con la
concentracion de oncoproteinas y por tanto podria estar relacionada con la progresion de la
displasa La hibridacion in Stu sobre muestras citologicas y tisulares no informa sobre la
cagavird.

Se han redizado estudios comparativos entre hibridacion in Stu sobre portaobjetos,
PCR e hibridacion in stu sobre medio liquido. Carpenter utiliza 120 casos para determinar la
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presencia de VPH mediante PCR y hibridacion in gtu, llegando a la concluson que ambas
técnicas tienen una sendhilidad y especificidad smilares, pero que ademés, la hibridacion in
dtu pemite locdizar las cHulas infectadas Quershi e d edudian 762 pacientes
diagnisticadas como ASCUSLSIL para efectuar un estudio comparativo entre Hibridacion in
Stu sobre portaobjetos y captura de hibridos.Usan como gol standard la biopsa. Demuestran

gue la hibridacion in dtu tiene mayor senshilidad, mayor especificidad,mayor vaor
predictivo postivo mayor vaor predictivo negativo y menos falsos negativos que la captura
de hibridos.

Nosotros hemos utilizado dos técnicas de hibridacion in dStu. Exigen diferencias de
tipo tecnico entre dlas, y también diferencias de mango. La primera es manud y utiliza
edreptavidinay biatinil tiamida paraamplificar la sefid. La segunda es automética

Ambas tecnicas nos proporcionan resultados smilares. Sin embargo hemos optado por
la auttomatizacion. Las razones son varias. En primer lugar € aumento de la importancia de
edas técnicas como complemento diagnostico es evidente. En consecuencia existe un
aumento de la demanda de las mismas. La automatizacion de ésta y de cuadquier técnica tiene
una serie de ventgias en d laboratorio: Permite estandarizar la técnica con lo que disminuye la
poshbilidad de errores, permite incrementar € tiempo de respuesta, as como aumentar €
numero de muestras procesadas por unidad de tiempo,y en consecuencia aumentar la eficacia
dd laboratorio, dimina la podshilidad de exponer las muestras a productos inadecuados,
permite efectuar controles de caidad mas facilmente. Por lo que respecta d personal, no
necesita de entrenamiento especid y aumentalaflexibilided del |aboratorio

Nuestros resultados son los gguientes. Estudiando solamente ASCUS y Digilasias
leves basados en citologia liquida (TPPT) con la técnica manud obtuvimos unes
positividades del 43% para ascus y un 78% para displasias leves. Con la técnica automatizada
las positividades en los casos de ASCUS ascendieron a 50% y en las displasias leves d 52%.
Tomando como gol standard la PCR , para la primera técnica y en casos de ascus, la
coincidencia fue del 100% tanmto en las postividades como en las negatividades. En casos de
displasa leve, obtuvimos dos fdsos negeivos, y ningun fdso pogtivo. Con la técnica
automatizada nuestros fads negativos para ascus llegan d 6% . En d momento de redizar
este escrito no hafindizado @ estudio de las displasias leves.

La hibridacion in situ sobre portaobjetos es é método més caro de los tres (captura de
hibridos, PCR e hibridacion in Situ)

Como condusiones podriamos decir que en muedtras de citologia liquida (TPPT), la
hibridacion in Stu es un buen metodo de deteccion de VPH en casos de ascus y displasas
leves. La HIS no es un metodo de screening poblaciond y que la automatizacion y
estandarizacion del proceso permite optimizar los recursos del laboratorio, en especiad los
recursos humanos, a la vez que diminar las variaciones de los resultados debidos a la
manipulacion de las muedtras y |os reactivos.
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TECNICASDE HIBRIDACION IN SITU Y SU PAPEL EN EL CRIBADO Y EL MANEJO
DE LASLESIONES CERVICALES. TECNICASBASADASEN LA PCR
Dra Belén Lloveras
Servicio de Anatomia Patoldgica. Hospita Universitario de Bellvitge. Laboratorio de HPV.
Ingtitut Catdla d’ Oncologia.

Las técnicas basadas en la amplificacion dd ADN dd Virus de papiloma humano (VPH)
tienen unas aplicaciones concretas que actuadmente no se centran en d cribado poblacional.
Sin embargo, en este campo se estan desarrollando Sistemas basados en la PCR en formato de
kit comercid parafacilitar la estandarizacion.

La PCR, cuando s edandariza y se determina bien su senshilidad y especificidad, que
depende en gran medida del fragmento que se amplifique, de las condiciones de la reaccion y
de la cdidad dd ADN diana (cdulas en fresco o parafing, por gemplo), puede aportar datos
complementarios a los tests de cribado. Especidmente la tipificacion post amplificacion,
generamente mediante técnicas de hibridacion, nos permite conocer d tipo de VPH,
informacion que en dgunas Stuaciones puede ser de interés. EStas Stuaciones son, por
gemplo, los estudios epidemioldgicos, cuando no tenemos datos de la distribucion de tipos de
VPH en una poblacion determinada, o0 los estudios de seguimiento de una paciente infectada,
para confirmar perssgencia de una infeccion o re-infecciones. Sin embargo, incluso en este
caso, € VPH tipo 16 es tan frecuente que seria necesario utilizar una PCR adecuada a estudio
de las variantes de VPH. Otra posble indicacién de la tipificacion et en d campo de la
investigacion para determinar  asociaciones de tipos concretos de VPH a factores
potencia mente implicados en la patogénesis del cancer cervical, como por giemplo  HLA.

Exigen didintas técnicas de PCR la mayoria de las cuales se basan en la amplificacion de
parte del gen L1, donde se encuentra una mayor homologia de la secuencia de ADN entre los
digintos tipos de HPV. En este caso, los cebadores “consenso” permiten amplificar una gran
variedad de tipos de VPH. La tipificacion se rediza pogteriormente andizando la secuencia
amplificada, que puede ser mas 0 menos larga, pero que debe permitir diferenciar entre tipos.
Para tipificar se utiliza preferentemente secuenciacion o hibridacion con sondas especificas
dd producto amplificado. Los stemas de PCR y amplificacion para VPHs de mucosas més
referenciados son los basados en los tres pares de cebadores siguientes: MYQ09/11, GP5+/6+
y SPF-10. Las mayor diferencia entre dlos es la longitud € ssgmento que amplifican. El SPF
10 amplifica un fragmento muy corto (65 bp) que lo hace adecuado a ADNs ma conservados,
como por gemplo € de los tgidos incluidos en bloques de parafina, pero por otra parte es €
ssema que conlleva una mayor riesgo de contaminaciones. El dstema basado en los
cebadores MY09/11, o su modificacion PGMY09/11, amplifica por € contrario un segmento
largo, de 450 pares de bases (bp), |0 que permite tipificar por secuenciacion, aunque la
hibridacion por sondas tipo-especificas inmovilizadas en una tira permite detectar de forma
més facil las infecciones mlltiples. Los cebadores GP5+/6+ también se han utilizado en
muchos estudios epidemioldgicos, amplifican un fragmento de unos 150 bp y sus autores han
desarollado  un  Ssema  de hibridacion  reversa  sobre membrana  para  detectar
smultdneamente mas de 30 tipos de VPHSs.

En resumen, las técnicas de PCR pueden facilitar la tipificacion, y en generd se congdera que
ofrecen una mayor sendbilidad, hecho que no se confirma en todos los casos y que nos
recuerda la dificultad existente en conseguir una buena reproducibilidad de estas técnicas.
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TECNICAS DE DETECCION DE VPH Y SU PAPEL EN EL CRIBADO Y EL MANEJO
DE LAS LESIONES CERVICALES: CAPTURA DE HIBRIDOS
Jaume Ordi
Servicio de Anatomia Petol6gica. Hospitd Clinic,Universitat de Barcelona, Facultat de
Medicina, Barcdona

Dada la cad condante relacion entre carcinoma de cévix e infeccion por virus de
papiloma humano (VPH) y d reciente desarrollo de diferentes técnicas moleculares sensbles
y reproducibles para la deteccidon de dicho virus, se ha planteado la posibilidad de que estos
méodos puedan meorar los resultados de las estrategias de cribado y diagnostico
convencionales basados en la deteccion de las dteraciones morfolOgicas inducidas por €
VPH. Entre las numerosas técnicas moleculares de deteccion dd VPH, d test Hybrid Capture
Il es d Unico mé&odo comercia de deteccion de VPH aprobado por la Food and Drug
Adminigration (FDA) de los Estados Unidos. La deteccion de VPH mediante HCIl puede
redizarse en secrecion cervicd utilizando d kit Digene carvicd Sampler que induye cepillo
de toma cervicd y solucion consarvante, o bien utilizando € liquido de preservacion para
citologia en fase liquida El tet es una hibridacion molecular que utiliza una sonda RNA y
cuya reaccion s detecta por quimioluminiscencia, en la que la intenddad en unidades
luminicas relativas (URL) es proporciond a la cantidad de DNA vird exigente en la muedtra
El test se congdera postivo cuando las URL emitidas por la muestra son iguaes o mayores a
las de un control interno, lo que equivdle a 1 pg/ml de DNA dd VPH. Aunque d kit induye
también una sonda para VPH de bgo riesgo, solamente se utilizé en d estudio la sonda para
VPH de dto riesgo, que detecta la presencia de los siguientes trece tipos virdes: 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68.

B test Hybrid Capture 1l para VPH-AR es capaz de detectar con gran sensibilidad los
casos de H-SIL o carcinoma con un 94,7% de casos podtivos en un estudio realizado
recientemente por nuestro grupo. Aungue la mayor pate de los estudios publicados
corresponden bien a andiss de casos de ASCUS o hien a cribado poblaciona primario, la
sengbilidad referida en los mismos es smilar a los de nuestra serie, variando entre d 83,9% y
e 100%. Ad, la senshilidad de esta técnica para € diagndstico de H-SIL es netamente
superior a la senshilidad de la citologia convenciond, que se Stla en la mayoria de las series
arededor del 70%.

La deteccion de VPH-AR usando edta técnica en los casos de L-SIL resulta en un
elevado porcentge de postividad, que en nuestra serie fue dd 86%, porcentge muy
semgante d observado en d estudio ALTS (82,9%) y a de Bergeron y cols. Parece claro, por
tanto, que la mayoria de los casos de L-SIL en nuestro medio estén causados por VPH-AR, y
gue esta técnica tiene una escasa utilidad en la préctica clinica para la seleccion de pacientes
con L-SIL con riesgo de progresion.

En practicamente todas las series publicadas HCIl resulta postivo en un porcentgie
variable de mujeres en las que no se detecta leson. En las series de cribado poblaciond, dicho
porcentge se Stua entre d 4,9% y € 14,8%.En las series de pacientes con ASCUS €
porcentge de postividad en mujeres sn leson evidente llega a adcanzar incluso d 35,1% en
la serie de Manos e a. Aunque existe controversa, estudios recientes han referido que la
negativizacion de los tests virologicos es poderior a la normdizacion de las dteraciones
citologicas. Por dltimo, es posible que un peguefio porcentge de etas pacientes sean
redlmente portadoras de lesiones cervicales que las técnicas convenciondes (colposcopia,
citologia y biopsa) no pueden detectar. Asi, en adgunos estudios en los que se rediza
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seguimiento de mujeres postivas paa VPH sn lesdn, se demuestra la gparicion de lesiones
de dto grado en un porcentgje no despreciable de casos.

Deteccion de virus del papiloma humano (VPH) en secrecion cervicd en pacientes referidas
por citologia cervica anorma en relacion con d diagnégtico find.

Diagnodtico find N VPH (+) N (%) RiesgodelesdénO.R. (95%1.C.)

Ausenciade leson 451 113 (25%) 1
L-SIL 286 246 (86%) 18,7 (12,6-27,7) p<0,001
H-SIL 219 211 (96%) 80,1 (38,3-167,3) p<0,001
Carcinoma cervica 44 38 (86%) 19,2 (19,6-39,6) p<0,001
Carcinoma metagtasico 5 0 -

Resulta especidmente destacable € dto vaor predictivo negativo de esta técnica para la
exigencia de H-SIL o carcinoma, que en nuestra serie e ha situd en e 96,5%, porcentgje
gmilar a de las series publicadas. Por tanto, la deteccion de VPH-AR mediante Hybrid
Capture Il puede ser de utilidad en la evduacion de pacientes referidas por lesiones
citologicas, puesto que su negatividad permite excluir con un eevado grado de certeza la
exigencia de una lesén premdigna de dto grado o de un carcinoma invasor y remitir de
nuevo estas mujeres alaasgencia primaria

Edadisticos de exactitud y odds ratios de la postividad para VPH-AR paa leséon de
cuaquier grado y parala deteccidn de H-SIL o carcinoma.

ParaL-SIL o més ParaH-SIL o més

Sensbilidad 90,2 % 94,7 %
Especificidad 75,2 % 51,6 %
Vaor predictivo postivo 81,4 % 40,9 %
Vdor predictivo negativo 86,4 % 96,5 %
Odds ratio (95% interval o de confianza) 27,8 (19,6-39,6) 18,9 (10,9-33,1)

La utilidad de las técnicas moleculares de deteccion dd VPH-AR més contrastada en la
literatura es la orientacion clinica de las pacientes con citologia de ASCUS. En nuestra serie,
la negativided de VPH préacticamente descartd la exigencia de lesion cervicd, mientras que
la podtividad permitié identificar a pacientes con dta probabilidad de lesién cervica (64% de
lesones intragpitdides) y sdvo una Unica excepcion, todos los casos de H-SIL fueron
positivos para VPH (vaor predictivo negativo para este grupo de 98,2%). Nuestros datos,
gmilares a los de la literatura, gpoyan la utilizacion de la técnica de captura de hibridos en d
mang o de estas pacientes.

Deteccion de virus dd papiloma humano (VPH) en secrecion cervicd en mujeres con
citologia de atipia no concluyente (ASCUS) y su relacion con d diagnddtico find.

VPH (+) VPH (-)
Diagnodtico find n=66 (55%) n=54 (45%)
Ausenciade leson 24 (36%) 51 (94%)
L-SIL 28 (43%) 2 (4%)
H-SIL 14 (21%) 1 (2%)
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En nuestro edtudio se evidencié un incremento progresvo de carga vird evaduada en
unidades luminicas reativas (ULR), pardelo a la gravedad de la leson. La presencia de
niveles superiores a 100 ULR se asocio a lesion cervicd en més del 90% de los casos y edta
asociacion fue précticamente congtante para niveles superiores a 1000 ULR. Por € contrario,
un elevado porcentgie de casos con determinaciones inferiores a las 10 ULR, no presentaba
lesidn cervicad. Los resultados de las escasas series de la literatura en las que se evdla este
aspecto, concuerdan con nuestros datos. Sin embargo, la presencia de una bga carga vird no
debe consgderarse excluyente de lesdn grave, puesto que un porcentge dgnificativo de
pacientes con diagnégtico de H-SIL o carcinoma presentaron niveles de deteccion inferiores a
100 ULR (30% de HSIL y 46% de carcinomas invasores) o incluso inferiores alas 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 virad obtenidos mediante la técnica
Hybrid Capture son indudablemente orientativos, esta cuantificacion solamente indica un
nimero de copias virdes que no puede ser corregida en funcion de nimero de cdulas
obtenidaen lamisma, sobre € cua latécnica no gporta datos.
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MANEJO CLINICO DE LASLESIONES CERVICALES INTRAEPITELIALES
Javier Cortés, PAmade Mallorca

Al diagnégtico de CIN se llega habituamente por d uso combinado de citologia, ®lposcopia
y test de HPV. Usados aidadamente su sensibilidad diagndstica no es muy dta
El punto de patida para d mango dd CIN es asegurar qué grado de leson estamos
vaorando: hay un dto porcentge de discordancia entre la histologia de la pequeia biopsay
lade lapieza definitiva. Los principales factores asociados a esta discordancia son:
1. Colposcopia satisfactoria o no
2. Tamaio lesond
3. Indicelesond
Asegurado @ punto de partida y conociendo la historia natural de las lesones intragpitdliales,
las opciones dominantes son:
*CIN | Obsarvacion y seguimiento. (9 de cada 10 van a regresar espontaneamente).
Deben cumplirse los Sguientes requistos:
- Edad inferior a40 afios
- Citologia concordante
- Colposcopia satisfactoria con cambios menores
- Compeencainmunitaria
- No sospecha de lesion glandular
- Garantia de seguimiento
La presencia de HPV podria condtituir un determinante nuevo en este proceso de decision. La
determinacion de carga vird fuera de ensayos controlados no estd vdidada como variable
vinculada a toma de decisiones. Los resultados disponibles son contradictorios.
*CIN 1l / 1ll: Tratamiento excisond. Unicamente la paciente en la que se refinan los
siguientes requisitos podra ser considerada candidata a tratamiento destructivo:
- Citologia, colposcopiay biopsia concordantes
- Lesion totdmente visible
- Estudio endocervica negetivo
- Invasion no sospechada
- Alteraciones glandulares no sospechadas
- Garantia de seguimiento
Es irrdevante que técnica excisond practiquemos S esté correctamente usada: bisturi, asa o
|&ser presentan |os mismos resultados en cuanto a complicacionesy recidivas.
El “see and tret”, ver y tratar, podra ser utilizado como recurso cuando € seguimiento sea
muy improbable y & grupo de trabgo, pilotando sus resultados, haya obtenido més de un 90%
de CIN en lahistologia definitiva.
La reactuacion quirdrgica en los casos de margenes afectados no es aceptable, savo en casos
de afectacion masiva exo y endocervicd o dd margen endocervica en mujeres mayores de 50
anos.
El seguimiento debera ser sempre cito- col poscopico.
Una determinacion de HPV postiva a los 6 meses pod-tratamiento es un marcador muy
potente de riesgo de recidivay su préctica debe ser recomendada.
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