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ASC-US: Atipia de cél-lules escatoses de significt incert

ASC-H: Atipia de cél-lules escatoses que no descartarlesié d’alt grau

CC: Citologia cervical

CIN: neoplasies cervicals intraepitelials (en anglés cervical intraepithelial neoplasia)
CIS: Carcinoma in situ

CV: Carrega viral

HC2: Captura d’hibrids de segona generacio

HAART: Triple terapia antiretroviral (de I'anglés Highly Active Antiretroviral Therapy)
HC2: Captura d’hibrids de segona generacio

HLA: antigen leucocitari huma

HSIL: lesions escamoses intraepitelials d’alt grau (de I'anglés high grade squamous

intraepithelial lesion)

LSIL: lesions escamoses intraepitelials de baix grau (de I'anglés low grade squamous

intraepithelial lesion)
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VPH: Virus del Papiloma Huma

VPH-AR: Virus del Papilima huma d’alt risc oncogénic
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1. Importancia del cancer de cérvix

El cancer de cérvix és la segona causa de mort per cancer al mon entre
les dones, amb uns 500.000 nous casos cada any i al voltant de 260.000
morts anuals (Castellsagué, 2008). La seva incidéncia varia entre 1-50 casos
per cada 100.000 dones, sent més elevada a I’America Llatina, el Carib,
I'Africa Subsahariana, Melanésia i el Sud-est asiatic (WHO 2009). En paisos
en vies de desenvolupament suposa fins al 25% de les neoplasies. | el 60%

dels casos incidents seran dones que moriran degut a un diagnostic tarda.

Més del 80% d’aquests cancers son carcinomes €scamosos,
desenvolupats a partir de lesions precursores intraepitelials. La deteccioé de
lesions precursores mitjangant citologia ha permés disminuir considerablement
la incidéncia i mortalitat d’aquest cancer en paisos amb cribatje poblacional.
Malgrat tot, a Europa cada any es diagnostiquen uns 60.000 nous casos, sent

el 4° cancer més frequent i la 72 causa de mort per cancer.

A principis del segle passat es va reconeixer la infeccié pel virus del
papil-loma huma (VPH) com a causa necessaria del carcinoma de ceérvix i les
seves lesions precursores (zur Hausen et al, 1974; zur Hausen, 1976). El
desenvolupament d’analisis moleculars, la confirmacié de la pluralitat del VPH,
I'estructura i 'organitzacié del genoma, i el seu paper en el desenvolupament
d’alguns cancers huma van ser intensament estudiats en els anys 70 i 80.
Aquests estudis van rebre un fort impuls arrel de les hipotesis que postulaven
que certs membres de la familia del VPH tenien algun paper en el cancer de
coll uteri (Durst et al, 1983) i la troballa d’alguns tipus de VPH en cancers

cutanis que es produien en el context d’'una malaltia genética poc habitual:
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I'epidermodisplasia verruciforme. Més endavant el descobriment de diferents
genotips de VPH en el cancer de coll uteri i altres cancers anogenitals i en les
lesions precursores d’aquests van donar lloc a un fort auge en lactivitat
investigadora. A finals dels anys 80 s’havia acumulat un volum important de
coneixements, i les dades experimentals disponibles llavors ja suggerien que
la infeccid per determinats VPH d’alt risc oncogénic (VPH-AR) era una
condicio necessaria per al desenvolupament de propietats de creixement i
fenotip maligne en les cél-lules del cancer de cérvix, relacié que es va acaba
de confirmar en estudis posteriors (Bosch, 1995; Walboomers et al, 1999;

Bosch et al, 2002).

Més tard es va despertar I'interés per relacionar la infeccio pel VPH amb
altres neoplasies del tracte genital inferior tant femeni com masculi. Aixi es va
comprovar la participacié d’aquest virus en un percentatge important dels

cancers de vagina, vulva, anus i penis.

2. Importancia de les lesions precursores del cancer de ceérvix

i conducta clinica

Des de les primeres decades del segle XX sabem que practicament tots
els cancers de cérvix es desenvolupen sobre lesions precursores premalignes.
Aquestes lesions es denominen neoplasies cervicals intraepitelials (CIN, de
'anglés cervical intraepithelial neoplasia). La CIN es gradua segons la seva
gravetat i el seu risc d’evolucié a carcinoma invasor en CIN1, 2 i 3, aquesta
ultima considerada equivalent del carcinoma in situ. Des de l'any 1989, la

nomenclatura per descriure els resultats de la citologia, classifica les lesions
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premalignes com lesions escamoses intraepitelials (SIL, de I'anglés squamous

intraepithelial lesion), subclassificades com SIL de baix grau (LSIL low grade-

SIL) que inclou la CIN1, i SIL d’alt grau (HSIL, high grade-SIL) que inclou

CIN2 i CIN 3 (Solomon et al, 2001).

El 60-80% de les lesions de CIN1/LSIL regressen espontaniament
(representen canvis citopatics d’'una infeccié aguda transitoria pel VPH) i
només un petit percentatge d’entre 5-10% progressen a CIN2-3 (Nieh et al,
2005). La regressio és particularment frequent de adolescents i dones joves,
en aquest grup als 12 mesos han regressat el 61% (IC 95% 53-70) i als 36
mesos el 91% (IC 95%: 84-99) (Moscicki et al, 2004). Sembla que la

probabilitat de regressié €s menor en dones grans.

S’han realitzat molts estudis amb models in vitro per identificar els
passos necessaris per la progressio de lesions intraepitelials a cancer i s’han
descrit diverses alteracions géniques possiblement implicades en la
transformacié maligna de les cél-lules. Desgraciadament, avui dia no es
disposa de cap meétode que diferencii les pacients amb CIN1/LSIL que
presentaran progressid a CIN2-3/HSIL o cancer. Les caracteristiques
histologiques de les lesions de baix grau no permeten diferenciar quina sera la
seva evolucid, continuem, doncs, desconeixent quines infeccions
progressaran a lesid invasora i quines es resoldran espontaniament. Per
aquest motiu avui dia totes les pacients amb lesions de baix grau soén

seguides de manera estricte fins la resolucié de la infeccio viral.

Ara bé, I'estudi exhaustiu de totes aquestes pacients representa un greu

problema assistencial, per aix0, resulta actualment un objectiu prioritari en el
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cribatge del cancer de cérvix la identificaci6 de biomarcadors moleculars
capacos de diferenciar les veritables lesions precursores del carcinoma de les

lesions transitories que regressaran espontaniament.

El risc de transformacié a carcinoma invasor de les lesions de CIN2-
3/HSIL és molt més elevat (al voltant del 30% a curt termini). Per aixo,
existeix consens en realitzar tractament escisional a les pacients amb CIN2-
3/HSIL. Diferents estudis han mostrat també que, mentre que esta clara la
capacitat premaligna de les lesions de CIN3, les lesions de CIN2 constitueixen
un veritable calaix de sastre, amb lesions properes a CIN1 amb tendéncia a la

regressio, i veritables lesions premalignes similars a CIN3 (Nieh et al, 2005).

Els analisis virologics semblen evidenciar que I'aclariment de la infeccio
del VPH precedeix a la regressidé dels canvis citologics (Nobbenhuis et al,
2001a; Dalstein, 2003). A l'any, la taxa acumulada d’aclariment de la infeccié
pel VPH va ser del 29% (IC 95%: 18-50), fet que va permetre predir la
regressié de les alteracions en la citologia. Totes les dones que van resoldre
la infeccid pel VPH ho van fer dins dels 40 mesos de seguiment (Nobbenhuis
et al, 2001b). La probabilitat del clearenace de la infeccié disminueix amb la

gravetat de la lesi6 intraepitelial.
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3. EI VPH com agent etiopatogénic de neoplasies del tracte

anogenital

3.1. Epidemiologia de la infeccié per VPH

La infeccié pel VPH és la infeccié de transmissié sexual més frequent,
s’estima que sobre el 80% de les dones contacten amb el VPH al llarg de la

vida.

La infecci6 per VPH s’adquireix frequentment en els primers anys
d’iniciar les relacions sexuals i el pic d’'incidéncia acostuma a océrrer entre els
16 i 20 anys d’edat. Tant la incidéncia com la prevalenca de la infeccid
s’incrementa amb ['activitat sexual (Bosch et al, 2008). Els factors de risc
associats a la infecci6 estan clarament relacionats amb la conducta sexual de
I'individu: edat precog¢ en l'inici de les relacions, el nombre de companys
sexuals, contacte amb individus dalt risc (prostitutes). La circumcisid
masculina i I'is sistematic del preservatiu soén factors que sembla que poden
reduir el risc de transmissid sexual, tot i que existeix encara controveérsia al
respecte (Bleeker et al, 2003; Castellsagué et al, 2002; Winer et al, 2006;

Shew et al, 2006).

Els organs més susceptibles d’infecci6 amb risc d’iniciar una
transformacié neoplasica son el coll de 'tter i la linia pectinia del canal anal a
través de I'epiteli metaplastic de la unié escamo-cilindrica. En aquesta unio les
cél-lules basals amb capacitat de replicacio, i per tant susceptibles d’infeccié

viral, es troben en contacte amb la superficie. Freqlientment pero les
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infeccions s’estenen en llencol, fent possible llavors recuperar ADN viral de la
vagina i la vulva en la dona i del gland, el prepuci i la pell, del penis i I'escrot,
en I'home, aixi com la zona perianal en homes i dones. En totes aquestes
arees l'existéncia microerosions imperceptibles de la pell o la mucosa fan
possible I'accés del virus a la capa basal i la subsequent penetracié en la

cél-lula epitelial.

La prevalenca d’infeccions subcliniques, en edats de major activitat
sexual, pot arribar a ser de fins a un 40% en la poblacié femenina, tot i que en
alguns grups de dones joves la infeccidé pot arribar a afectar un 70% dels
individus (Moscicki et al, 1998). En edats més avangades aquesta es redueix
a un 5%-10% (Myers et al, 2000). La gran majoria de les dones infectades
(més del 90%) resolen la infeccié de forma espontania. Només el petit grup
de dones que es converteixen en portadores croniques del VPH d’alt risc té un
risc elevat de desenvolupar de lesions neoplasiques del tracte genital (Castle

et al, 2006).

Encara que aquesta infeccio sigui necessaria pel desenvolupament de la
neoplasia, aproximadament el 85-90% de les infeccions per VPH-AR sén
transitories. La duracié mitjana de les infeccions per VPH és d’'uns 8-10 mesos
pels tipus d’alt risc (Hopfl, 2000; Bosch et al, 2008), alguns tipus virals com el

VPH-16 persisteix durant més temps (Burchell et al ,2006).

La infeccié pel VPH és una infeccié de la mucosa, en la que no existeix
fase de disseminaci6 hematogena, només un 50% de les dones infectades
desenvolupen anticossos, que no necessariament son anticossos

neutralitzants capag¢ d’oferir defensa davant una nova infeccid. Ara bé, la
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resolucié de la infeccié sembla oferir un cert grau de proteccié enfront de
reinfeccions pel mateix tipus de VPH i s’ha descrit un cert grau d’immunitat
creuada entre els tipus virals. Només un petit percentatge d’infeccions per
VPH-AR progressen cap a la transformacié maligna i la invasié. La progressio
de les lesions precursores és un procés multifactorial en el que s’acaben
produint multiples alteracions que afecten I'estructura i expressioé d’oncogens i

gens supressors de tumors de la cél-lula hoste infectada.

Els determinants coneguts de progressié son el tipus viral, la persistencia
de la infeccidé i la carrega viral per unitat cel-lular i la integracié de I’ADN viric
en ’ADN cel'lular. Les infeccions per VIH constitueixen un factor de risc per a
la infeccid i la progressié neoplasica. L’Us perllongat d’anticonceptius, I'alta
paritat i el tabaquisme sén factors addicionals establerts de progressio. | son
possibles factors de progressio, les dietes pobres en fruita i verdura, i la co-

infeccid per altres MTS (en concret per Chlamydia trachomatis i pel VHS-2.)

En un percentatge important de dones la infeccidé pel VPH es manté en
un estat latent, amb una reduida activitat, sense o amb una minima formacio
de virions complets. EN la infeccio latent 'ADN viric resta en el nucli cel-lular
en forma episomal. La replicacié de 'ADN episomal en les infeccions latents
només es dona amb la replicaci6 de 'ADN de la cél-lula infectada en els
estrats basals, per la qual cosa es produeixen molt poques copies del virus.
En aquesta forma d’infecci6 no es detecten alteracions citologiques ni
histologiques i la preséncia del virus només pot detectar-se mitjangant

técniques moleculars.
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3.2. Paper del Virus del Papil-loma Huma en el cancer de cervix i les

seves lesions precursores

En els darrers anys s’han conegut els principals mecanismes bioldgics
mitjancant els quals el VPH indueix cancer en humans i les bases geneétiques i
moleculars de la seva carcinogenesi (Kimono et al, 1998; Munger et al, 2001;
Tringler et al, 2004): 1) s’ha identificat I'expressi®é de les proteines
oncogeéniques virals codificades pels gens E6 i E7 en teixit neoplasic perd no
en teixit sa; 2) s’ha comprovat la capacitat transformadora d’aquestes
oncoproteines per a bloquejar les proteines reguladores del cicle cel-lular
(p53, pRb); i 3) s’ha demostrat que I'expressié mantinguda de E6 i E7 és un
requisit indispensable per mantenir el fenotip maligne de les cél-lules

neoplasiques.

La naturalesa causal de l'associacié entre VPH i cancer de cervix es
fonamenta, a més de en el coneixement de les bases moleculars que
demostren el potencial carcinogen del VPH, en: 1) la deteccio6 regular de ADN
viral en les cél-lules cancerigenes del coll uteri (practicament el 100% dels
casos) i en les lesions precursores (95%-100%) i 2) els resultats de multiples
estudis epidemioldgics realitzats en diferents poblacions i amb diferents
dissenys, que demostren de forma coherent que la persisténcia per certs tipus
virals sén el principal factor de risc pel desenvolupament del cancer cervical..
Per altra banda, estudis prospectius evidencien que la infeccié cervical
persistent per virus d’alt risc precedeix I'aparicid de CIN, i és necessaria pel

desenvolupament, el manteniment i la progressio d’aquestes lesions.
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3.3. Estructurai tipus virals
El VPH pertany a la familia dels Papovaviridae, esta format per una

molécula d’ADN circular dins d’'una coberta proteica.

LCR
E6

EV

7.905

1.000

HPV - 16 2004

|E.Dﬂﬂ
|

L2

ES
Fig.1. Estructura del genoma del VPH

En el seu genoma es distingeixen: 1) la regié reguladora (upstream
regulatory region) que és una regidé no codificant la funcié de la qual és la
regulacio de I'expressio génica i el seu ensamblatge en particules virals; 2) la
regido que codifica les “proteines precoces (early proteins)” (E1, E2, E4-E7),
que es transcriuen a l'inici del cicle vital del virus i que sOn necessaries per a
la replicacié del ADN viral i la unié de les particules virals produides a l'interior
de la cél-lula infectada; i per ultim, 3) la regié que codifica les “proteines

tardanes (late proteins)” que s’expressa al final del cicle vital i que transcriu les
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proteines estructurals de la capside (Roden et al, 1994; Qi et al, 1996;
Evander et al, 1997) . Els gens d’expressio precog difereixen notablement en
la seva sequeéncia entre els diferents tipus de VPH, en canvi, els gens

d’expressio tardana presenten moltes similituts entre ells.

Fins l'actualitat s’han sequenciat més de 100 tipus diferents. Per a
caracteritzar un nou tipus de VPH es requereix una diferéncia de més del 10%

en la sequéncia de parells de bases dels gens E6, E7 i L1.

Tots en general presenten un tropisme caracteristic. Els diferents VPH es

classifiquen en:

Grup cutani: Els virus d’aquest grup s’aillen en berrugues cutanies i
plantars. A aquest grup pertanyen els tipus 1, 2, 3, 4, 7, 10, 13, 26-29, 32, 38,

41, 49, 65.

Grup associat a epidermodisplasia verruciforme: Els virus d’aquest
grup s’aillen en lesions de pacients amb epidermodisplasia verruciforme, en
lesions cutanies en pacients immunodeprimits i en alguns tumors epitelials. A

aquest grup pertanyen els tipus 5, 8, 9, 12, 14, 15, 17, 19-25, 47, 50.

Grup anogenital: Son virus de transmissié sexual amb tropisme per les
mucoses. Aquest grup al seu torn es divideix en virus d’alt i baix risc . Els virus
de baix risc, els tipus més representatius dels quals sén el 6i 11, s’'identifiquen
en lesions proliferatives benignes (condilomes) del tracte anogenital d’ambdos
sexes, perd no en carcinomes. Els virus d’alt risc, representats principalment
pels tipus 16 i 18, perd també pels tipus 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,

68, 73 i 82 es consideren els principals factors etiopatogénics de les
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neoplasies del tracte genital inferior, el 26, 53, i 66 sén també probablement
tipus d’alt risc (Mufioz et al, 2003). En diversos estudi s’ha demostrat la
preséncia de sequencies genomiques de VPH en quasi el 100% dels
carcinomes invasors de coll uteri (Bosch et al, 1995; Walboomers et al, 1999),
en un percentatge quasi igual de lesions premalignes d’aquesta localitzacié
(neoplasies inatrepitelials cervicals i escamoses) (Mufioz et al, 1992) i en un
elevat percentatge de neoplasies i lesions premalignes de I'area ano-genital
(vulva, vagina, anus i penis) (Rubin et al, 2001; Lu et al, 2003). Ocasionalment
aquest grup s’ailla en lesions de la mucosa de cavitat oral i orofaringe, i amb

menor frequéncia en lesions de laringe i esofag (EI-Mofty et al, 2005; Alos et

al, 2009).
Cervix
Oropharynx 12%
Anus 90%
Oral cavity | 3%
N
Vulva 40%
HPV  Total
poil P cases cases
I (]

0 100,000 200,000 300,000 400,000 500,000

DM Parkin (2006) Int J Cancer’o‘nmlaI number of cases

Fig.2. Implicacié VPH en diferents cancers orogenitals.

3.4. Mecanismes de carcinogénesi del VPH

Els papil-lomavirus estan perfectament adaptats a la cél-lula epitelial, que

és el seu hoste natural. El virus utilitza el procés de diferenciacio de la cel-lula
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infectada per a activar la maquinaria de replicacié cel-lular en benefici propi
(Davidson et al, 2002; Gallowayl, 2003).

Mitjancant la hibridacié in situ es demostra I’ expressié sequencial dels
gens virals, la replicacido del genoma, la sintesis de proteines derivades de
gens precogos (Es, E7, E2, E4) i gens tardans (L1 y L), 'encapsulacié del
genoma, i l'alliberament dels virions a mesura que s’ exfolien les capes

superficials de I'epiteli.

Normal cervix Squamous intraepithelial lesion Invasive cancer

Low grade High grade

Cervical intraepithelial neoplasia

Grade 1 Grade 2 ' Grade 3

Squamous epithelium —~

Superficial zone F
|

Basal layer

Basement membrane —'
Dermis

@ Nuclei with episomal 2 Overexpression 1 Integration .
viral DNA of £6 and E7 [ 3} L L2 LR E7 E2
@ Nuclei with integrated (2 Expression of early 1 ! : ! | ! — . | ‘|; |
viral DNA and late genes - T I B
@ Normal nuclei Fa E2 Host Fs £ Host
Lz s DNA iDNA

Fig.3. Progressio6 carcinogénica mediada pel VPH

El cicle comenca quan les particules infeccioses arriben a la capa basal
de l'epiteli, alla s’'uneixen a les cél-lules i penetren en el seu interior. Per a

mantenir la infeccio, el virus ha d’infectar una cél-lula basal amb capacitat de
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replicacié. El virus s’estableix en les cél-lules basals en forma d’episomes
(ADN no integrat), amb algunes desenes de coOpies de genoma viral per
célllula que es repliquen coordinadament, i durant periodes variables de
temps manté aquest baix numero de copies en aquestes cél-lules que estan
infectades perd que encara son competents i poden replicar-se. Es pot
especular que durant la persisténcia viral, el sistema immunologic manté la

infeccidé en aquest estat.

Més tard, la cél-lula basal comenca a diferenciar-se i és impel-lida cap a
estrats superiors de la epidermis/mucosa. En el compartiment suprabasal,
aquesta cél-lula perd la capacitat de dividir-se. Es en aquest estrat on el
papil-loma comenga a replicar-se amplificant el genoma viral i produint també
les proteines de la capside amb la consequent aparicidé de virions que
aprofiten el desintegrament natural de la cél-lula epidérmica propi del recanvi
de les capes superficials per a alliberar-se a I'entorn (Ciaran et al, 2007;
Woodman et al, 2007). Les cel-lules superficials en les que s’acumulen
nombrosos virions complets mostren caracteristiques morfoldgiques peculiars

i reben el nom de coildcits (Meisels, 1976; Purola&Savia, 1977).

Les lesions cervicals de baix grau (condilomes acuminats o SIL de baix
grau/CIN1), sén el prototip d’aquesta forma d’infeccié denominada infeccié
productiva. En elles té lloc la producci6 de grans quantitats de virions
complets. El patré de diferenciacié de I'epiteli escamds infectat és similar al
patré de diferenciacié de I'epiteli normals, observant-se cél-lules immadures
de tipus basal confinades en el ter¢c inferior de I'epiteli i una correcta

maduracié en la superficie.
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Per altra banda el genoma viral és capag¢ de integrar-se en la cél-lula
hoste, fenomen que ocorre en la major part dels carcinomes invasors i en un
percentatge important de les lesions d’alt grau (Daniel et al, 1997; Kalantari et
al, 2001; Hopman et al, 2005; Peter et al, 2006). La transformacié neoplasica
requereix la transcripcié dels oncogens E6 i E7 a ARNm i la traduccié de les

seves proteines virals E6 i E7.

Les proteines E6 i E7 sén capaces d’interaccionar amb proteines propies
de la céllula hoste. Les interaccions més ben caracteritzades son les
produides amb les proteines pRB i p53, tot i que actualment es coneixen
moltes altres interaccions entre les proteines virals i les de la cél-lula hoste
que participen en la transformacié maligna de les cél-lules infectades. La unié
de E7 a pRB és capa¢ d’activar-la desencadenant aixi I'expressio d’altres
proteines necessaries per a la replicacio de I'ADN. En condicions normals
aquesta alteracié en el comportament ceél-lula conduiria a 'apoptosi per accié
de la p53. Pero en aquest cas aquest mecanisme esta bloquejant per I'accid
de la proteina viral E6, que unint-se a la p53 és capa¢ de degradar-la. Com a
consequéncia s’anulla la dependéncia del control del cicle cel-lular
(Ferenczy&Franco, 2002). Aixi degut a la infeccid virica i I'activitat constant de
E6 i E7 es produeix en la cél-lula epitelial una creixent inestabilitat gendomica,
acumulacié de mutacions oncogéniques que comportaran, finalment, al

desenvolupament del cancer.
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3.5. Expressié de p16™*** com a marcador de activitat oncogénica de

VPH d’alt risc

Com hem dit abans el VPH infecta les cél-lules epitelials basals i utilitza
la diferenciacid cel-lular de I'epiteli per a expressar sequencialment les seves

proteines virals i completar el seu cicle biologic.

El mecanisme de transformacié neoplasica implica la transcripcio i
traduccié dels oncogens E6 y E7. Les proteines virals E6 i E7 amb diferents
factors implicats en el cicle cel-lular alterant la seva funcio. Aquesta interaccio

és fonamental per a comprendre 'efecte preneoplasic del VPH.

En condicions normals, la proliferacid cel-lular requereix la inhibicié de
pRb. Aquesta s’aconsegueix mitjangant la seva fosforilacio, cosa que provoca
I'alliberament del factor de transcripcido E2F, que fa entrar la cél-lula a la fase
G1 del cicle cel-lular, augmentant d’aquesta manera la replicaci6 cel-lular. Les
proteines encarregades de fosforil-lar a pRb, i per tant de mantenir-la
inactivada, son unes quinases dependents de ciclina (CDK-4 i 6). La proteina

6INK4A

p1 , producte del gen CDKN2A localitzat en el cromosoma 9921, és un

inhibidor d’aquestes quinases. Aixi, en condicions normals, p16™<*

provoca
una hipofosforil-lacié de pRb, y com a consequéncia una disminucio de la

proliferacio cel-lular.

L’ oncoproteina E7 del VPH s’uneix i inactiva a pRb, afavorint aixi
l'alliberament del factor E2F i, per tant, la proliferacié cel-lular. Com a

consequéncia d’aquest procés, existeix un increment de pRb inactivada, que
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comporta un augment compensatori de p16 INK4A, proteina encarregada de
la seva hipofosforil-lacié. S’ha observat que existeix una relacié negativa entre
p16™“A i bRb i que en les cél-lules amb cancer de cérvix, sota I'efecte de
'oncoproteina E7 del VPH, existeix una sobreexpressido de la proteina
p16™*A VPH amb les proteines reguladores del cicle cel-lular i constitueix un
marcador de proliferacié neoplasica (Kelley et al,1995; Milde-Langosch et al,

2001; Sahebali et al, 2004).

INK4A

Fig.4. p16 mecanisme accié

6'NK4A és faciiment detectable per tincié

La sobreexpressié de p1
immunohistoquimica i ha estat proposada com a marcador bioldgic que pot
permetre identificar de manera inequivoca les cel-lules amb canvis displasics

o malignes induits per VPH (Milde-Langosch et al, 2001; Keating et al, 2001;

Haidopoulos et al, 2009) , millorant aixi I'especificitat diagnodstica i solucionant
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els problemes existents de variabilitat inter- i intraobservador. Per altra banda,
recentment, la sobreexpressid de p16™** ha estat proposada com a
marcador pronostic de les lesions premalignes de coll uteri.

En un principi es va utilitzar només en el cancer de ceérvix, pero

6N en  altres

recentment s’ha observat també sobreexpressié de p1
neoplasies relacionades amb la infeccié d’'VPH, tals com els carcinomes
amigdalars, anals, penians, vaginals i vulvars . Més encara, s’ha demostrat
que algunes localitzacions particulars com la cavitat oral la deteccié
immunohistoquimica de p16™<** és una técnica simple, facilment aplicable al

diagnostic histologic de rutina i completament equivalent a la deteccié d’VPH,

que aporta informacié tant diagnostica com prondstica (Alos et al, 2009).

4. Comportament les lesions precursores del cancer de coll

d’uter

4.1. Cofactors de progressio

La infeccid pel VPH-AR és causa necessaria perdo no suficient pel
desenvolupament del cancer de ceérvix, existeixen altres cofactors que

modulen el risc de progressio de a cancer (Castellsagué et al, 2002).

L’activitat sexual, es vincula amb la probabilitat de contraure la infeccid

perd no es relaciona amb el risc de progressié a cancer
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Els cofactors de progressio, son aquells que afavoreixen la persistencia
de la infecci6 del VPH-AR, i es classifiquen en virics, geneétics i

mediambientals.

41.1. Cofactors de persisténcia-progressio virics

Genotip viral: No tots els genotips de VPH han demostrat la mateixa
agressivitat. El seguiment de dones infectades por VPH-AR amb una citologia
inicial negativa ha demostrat notables diferéncies en el risc de progressié a
CIN 3 en funcié del tipus de VPH-AR present a l'inici de I'estudi. Els VPH 16 y
18, especialment el 16, han demostrat una major capacitat de persisténcia i
major risc de progressio. Entre el 10% i el 25% de les dones infectades pel
VPH 16 o 18 presenta als 3 anys una CIN3 En canvi la progressié a CIN 3 de
dones infectades per altres VPH-AR és al voltant del 3% (Khan et al, 2005;
Winer et al, 2005). En dones de més de trenta anys aquestes diferéncies

poden ser encara més notories.

Variants del VPH: D’acord amb el Comité de Nomenclatura del
Papil-lomavirus, per definir un nou tipus de VPH es requereix una variacio
de al menys el 10% en la sequéncia de nucleotids en E6, E7 i L1 amb els
VPH coneguts. Si la variacio oscil-la entre 2-10% parlem de subtipus, i de
variants si aquesta variacié és de <2% en la regio codificant i <5% en la no
codificant. S’han descrit, per exemple, 6 variants diferents del VPH 16:
europea (E), asiatico-americana (AA), africana 1 (Af1), africana 2 (Af2),
asiatica (As) i nord-americana (NA). No totes les variants tenen el mateix

potencial oncogenic. Les variants no europees sén les associades a una
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major capacitat de persisténcia de la infeccid, major risc de
desenvolupament de lesions d’alt grau i major risc de progressié a cancer.
(Wang et al, 2003). També les diferents variant poden associar-se a diferent
histologia de les lesions. Aixi, per exemple, les variants asiatico-americanes
dels VPH 16 i 18 s’associen a tant a carcinomes escamosos com a
adenocarcinomes, en canvi, les variants europees només s’associen a

carcinomes escamosos.

Aquesta diferent agressivitat pot explicar-se per dos mecanismes
fonamentalment: la seva capacitat funcional o bé la capacitat d’evasié del
sistema immunitari. Ara bé, donades les diferéncies geografiques és possible
que els polimorfismes immunogenétics regionals estiguin també relacionats

amb aquestes variacions de persisténcia i progressié (Grodzki et al, 2006).

Carrega viral: Existeixen diferents métodes per determinar la CV (Gravitt
et al, 2003). Amb PCR en temps real es determina el nombre de copies de
VPH per equivalent cel-lular, mentre que amb la HC2 la valoracié, en URL, és
semiquantitativa indicant el nombre total de copies virals de la mostra. S’ha
suggerit que una CV elevada s’associa a un major risc de progressié de la
lesio, perd és discutible. Hi ha diferents treballs amb conclusions
controvertides. La infeccio pel VPH 16 o 18 i una major carrega viral
determinada per PCR s’ha associat a un major risc de progressié a lesio d’alt
grau i cancer (Moberg et al, 2004; Moberg et al, 2005). Pel que fa a la carrega
viral determinada amb HC2 hi ha autors que descriuen un increment
progressiu de la mateixa lligada a la gravetat de la lesi6 (Ordi et al, 2003). CV

superiors a 100URL s’associen a lesions cervicals en més del 90% dels caos i
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aquesta relacio és practicament del 100% per CV superiors a 1000 URL. En
canvi un percentatge no menyspreable de casos amb CV inferiors a 10 URL
no presenten lesions cervical (Ordi et al, 2003). Ara bé hi ha estudis que no
troben aquesta relacié (Lorincz et al,c2002), i defensen que la preséncia d’'una
CV baixa no ha de considerar-se excloent de lesié d’'alt grau, donat que un
tant per cent important de pacients amb CIN2-3 tenen CV inferiors a 100 URL
(Clavel, 2001) (30% de CIN2-3 y 46% de carcinomes invasors) o inclus
inferiors a 10 URL (només un 8% de los CIN2-3 perd fins un 15% de los

carcinomes invasors).

Integracié: La integracié del genoma del VPH en 'ADN de la cél-lula
infectada provoca una disrupcioé de la regio viral reguladora de la replicacio
genica E2. Com a consequéncia es perd la retroalimentacié negativa que
aquesta regid exerceix sobre l'expressié dels oncogens del virus. Aquesta
disrupcid és un fet critic en la patogénia de la neoplasia cervical i un potencial
biomarcador de malaltia progressiva. (Daniel et al, 1997; Kalantari et al, 2001;
Hopman et al, 2005; Peter et al, 2006). Les probabilitats de que aixd ocorri
augmenten amb la carrega viral. Ara bé, no tots els genotips presenten la
mateixa facilitat per a provocar aquesta integraci6é. EI VPH 18 per exemple
sembla capa¢ de provocar la disrupcio de E2 amb major facilitat que altres
VPH, cosa que podria explicar el fet que les lesions associades a VPH 18
cursin sovint amb minimes alteracions citologiques que fan que es subestimi

el risc de la lesio histologica subjacent (Collins et al, 2009)

Hi ha autors que defensen que el VPH16 és capa¢ d’induir la

transformacié maligna sense que existeixi aquesta integracio, cosa que indica
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que en la transformacié neoplasica intervenen altres factors (Hudelist et al,

2004).

Coinfeccié: En la literatura, la prevalenca d’infeccions multiples per
VPH varia des de menys del 10% a més del 80%. Es discutible si la coinfeccié
per diversos tipus virals augmenta el risc de progressié. Hi ha autors que han
evidenciat que la tassa d’aclariment és independent de la coinfeccié per altres
tipus virals, almenys en dones immunocompetents (Molano et al, 2003). En
canvi altres treballs descriuen un major risc de progressio en aquelles dones

amb infeccidé per multiples genotips virals (Trottier et al, 2006).

4.1.2. Cofactors de persisténcia-progressidé genétics

Se sap que la resposta immunitaria, innata, humoral i cel-lular, influeix
en el curs de la infeccidé per VPH, per tant les variacions individuals dels gens
relacionats amb el sistema immunitari del individu poden estar relacionades

amb la persisténcia de la infecci6 viral i el risc de progressio a cancer.

La primera linea de defensa de les infeccions de la pell i les mucoses és la
resposta immunitaria innata, mediada per les cel-lules NK (natural killer) que

indueix I'apoptosi de les cél-lules infectades pel virus i les cél-lules tumorals.

En la regulacié de la resposta immunitaria cel-lular i humoral intervenen
els antigens d’histocompatibilitat HLA, entre altres. Les molécules de HLA
sén molécules presentadores d’antigens i juguen un paper fonamental en la

regulacio de la funcié immune.
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Quin és el paper exacte que juga el sistema immunitari en la patogénia del
cancer de ceérvix no queda establert (Einstein et al, 2009). Perd6 sembla
evident que aquelles pacients amb immunosupressiéo tenen una major
persisténcia viral i major risc de progressi®6 que les pacients

immunocompetents (Frazer, 2009)

4.1.3. Cofactors de persisténcia-progresid mediambientals

Paritat: Hi ha vuit estudis de casos i controls sobre el cancer invasor i
dos estudis sobre CIS de cérvix, que suggereixen que les dones amb tres o
quatre embarassos tenen un risc 2,6 vegades més elevat de cancer que les
nul-lipares i, les dones amb set o més parts, presenten un risc 3,8 veces major
(Mufoz et al, 2002). Hi ha altres estudis que confirmen aquesta relacio
positiva entre la alta paritat i el cancer de cervix (Brinton et al, 1989; Thomas
et al, 2001; Castellsagué et al, 2003). No queda del tot clar el per que
d’aquesta associacio. Les explicacions proposades inclouen factors hormonals
associats amb I'embaras, el traumatisme cervical en el moment del part, o la

persisténcia de la zona de transformacio exocervical.

Anticonceptius hormonals: Algunes investigacions troben relacié entre
I'ds perllongat de anticonceptius orals i I'aparicié de cancer cervical. Una
metaanalisi que inclou deu estudis de casos i controls en pacients amb
carcinoma invasor de cervix o CIS troba que I'us d’anticonceptius a llarg
termini podria augmentar fins a quatre vegades el risc de cancer en les dones
infectades pel VPH-AR (Moreno et al, 2002). Altres autors no troben aquesta

associacio positiva entre els anticonceptius hormonals i 'augment de risc de
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progressié (Thomas et al, 2002). En general, per les dones que presenten una
infeccid persistent pel VPH-AR, el meétode anticonceptiu aconsellat és el
meétode barrera que sembla augmentar la probabilitat del clearence de la
infeccid. En els casos de dones que prenien anticonceptius hormonals cal fer
la balanga entre els beneficis d’aquests (reducci6 de cancer d'ovari i
d’endometri) i el major risc de cancer de cervix que s’ha trobat en alguns
treballs, valorant la possibilitat de canviar de métode. En els casos en que es
creu aconsellat mantenir els anticonceptius hormonals cal realitzar un cribat

citologic estricte (Moreno et al, 2002)

Tabac: El tabaquisme és un de los cofactors ambientals més
uniformement identificats amb el risc de desenvolupar lesions precanceroses
i/o cancer cervical (Lavecchia et al, 1986). El tabac és el cofactor més
important de progressio en aquelles dones infectades pel VPH-AR (Kjellberg
et al, 2000), augmentant entre 2 i 4 vegades el risc de desenvolupar una lesié
d’alt grau o cancer en comparacié amb les dones no fumadores (Torné et al,
1997; Szarewski et al, 1998; Hildesheim et al, 2001; Castellsagué et al, 2003).
Aquest augment de risc afecta també a les fumadores passives (Trimble et al,
2005). Per altra banda deixar de fumar s’ha associat a una disminucié del

tamany lesional de les pacients amb CIN. (Szarewski et al, 1998).

Immunosupressié: Les pacients amb algun tipus d’'immunosupressio
tenen un risc augmentat de cancer genital y anal comparat amb dones
immunocompetents de la mateixa edat (Frazer, 2009). Diferents estudis han
demostrat que una resposta immunoldgica deficient predisposa a la

persisténcia de la infecci6 pel VPH-AR i per tant al desenvolupament de
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lesions premalignes i a la progressioé de les mateixes (Napp et al i, 2005). La
immunosupressio s’associa també a una major risc de recurréncia en aquelles

pacients tractades per CIN (Nappi et al, 2005; Massad et al, 2007).

Immunosupressio per VIH: En les pacients infectades pel VIH, s’ha
reportat una major prevalenca dones amb infeccié pel VPH i de CIN (De
Sanjosé&Palefsky, 2002; Nappi et al, 2005; Strickler et al, 2005; Bosch et al,
2007). Els Centers for Disease Control and Prevention van incloure, I'any
1993, el carcinoma escatds de cérvix com a malaltia definitoria de SIDA. El
VIH altera la historia natural de la infeccio pel VPH resultant-ne un
comportament més agressiu amb major risc de progressio de les lesions
premalignes (Stricler et al,2005) i major incidéncia de recidives post-

tractament (Gilles et al, 2005; Massad et al, 2007).

Ara bé la influéncia que té en aquest fet el recompte de CD4, la carrega
viral del VIH, o el tractament HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy) per
la infeccio de la immunodeficiéncia humana, és encara un punt controvertit. Hi
ha diferents treballs que troben relacid entre el estatus immunolodgic, la
carrega del VIH i la prevalenca de CIN (Harris et al 2005, Strickler et al, 2005,

Dames et al, 2009) i altres que no (Lehtovirta et al, 2008).

Immunosupressié iatrogénica: També les pacients trasplantades que
reben terapia immunosupressora tenen un major risc de infeccioé pel VPH i de
desenvolupar una lesié intraepitelial. (Paternoster et al, 2008). En les pacients
trasplantades de ronyo el risc de cancer anogenital és 14 vegades superior a

les pacients sanes (Veroux et al, 2009)
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Infeccions associades: S’ha parlat d’'una major probabilitat de
desenvolupar cancer de cérvix en pacients amb coinfeccié pel VPH i un altre
agent de transmissié sexual, en especial el VHS-2 o Chlamydia trachomatis,
que en pacients amb infeccié per VPH-AR Unicament (Bosch et al, 2007). Es
probable que la alteraci6 de la immunitat local sigui la causa d’aquesta
sinérgia. En el cas del VHS-2, els resultats d’'una metaanalisi en el que es van
incloure set estudis de casos i controls per valorar I'efecte de la infeccio pel
virus de I'herpes en la etiologia del cancer del cérvix, va demostrar que en el
grup de pacients portadores del VPH-AR, el VHS-2 s’associava a un risc tres
veces major de cancer (Smith et al, 2002). L’associaci6 de Chlamydia
trachomatis amb VPH-AR i lesions intraepitelials és poc frequent. La
prevalengca de Chlamydia és similar entre les dones amb citologia normal i
aquelles amb alteracions citoldogiques. Aquest fet suggereix que la Chlamydia
per si sola no induiria anomalies citoldgiques, ara bé tampoc no es pot
descartar un possible rol com a cofactor. En un estudi de Silins i cols.

I'antecedent d’infeccié per Chlamydia doblava el risc de persisténcia de la

infeccié del VPH (Silins et al, 2005).

Nutricié i dieta: Una completa revisi6 de la literatura conclou que
'evidéncia disponible sobre el possible efecte deleteri de la dieta o I'estat

nutricional en la carcinogenesis cervical no és convincent (Garcia et al, 2005).

4.2, Cofactors d’ invasio

La progressio de la neoplasia intraepitelial a cancer invasor requereix

I'expressio de factors angiogénics que estimulen la proliferacié de nou vasos.
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L’angiogénesi, induida pel VEGF i altres proteines, és fonamental pel

creixement del tumor, la invasié de I'estroma i les metastasis (Folkman, 2002).

L’inici de l'angiogénesi ocorre ja en la neoplasia intraepitelial i esta
associada a I'expressio de VEGF en I'epiteli anormal. La colposcopia es basa
en part en la observacié dels canvis vasculars que constitueixen un signe

colposcopic de progressié de neoplasica.

5. El cribatge i diagnostic de les lesions precursores del

cancer de coll d’ater

El cribatge del cancer de cérvix s’ha basat classicament en la citologia,
la colposcopia i la biopsia dirigida. En els darrers anys les tecniques de
deteccié del ADN del VPH han anat adquirint una major importancia. Les
darreres guies cliniques, tant americanes com europees (ACOG, 2003;
ASCCP, 2004; IARC, 2004; SEGO, 2006; USPSTF 2009), ja recomanen la
deteccid del VPH-AR a partir de cert rang d’edat, sigui en el cribatge primari,
la seleccié de pacients de risc , seguiment de dones amb lesié cervical o

seguiment de les pacients tractades.

5.1. Citologia cervical

La practica de la citologia cervico-vaginal és, en la actualitat, la base de
la prevencié del cancer de cérvix, gracies a la capacitat per a detectar la
neoplasia cervical en estadi de lesié precursora (USPSTF, 2006; USPSTF,
2009). Aquesta técnica es basa en la interpretaci6 morfoldogica de les

céllules que es descamen de la superficie cervical. Els criteris per a
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classificar les diferents alteracions es basen en el tamany cel-lular i nuclear,
la morfologia del nucli i la intensitat de la seva tincid, I'arquitectura de la
cromatina, la forma de la membrana nuclear i la relacié entre el volum

citoplasmatic i el nuclear.

El 1962 Fidler comunicava que l'aplicacié massiva de la citologia
cervical (CC) tal com havia estat descrita per Georges Papanicolau el 1941
(Papanicolau, 1941), produia una reduccié important les taxes d’incidéncia i
mobi-mortalitat del cancer de coll d’uter en les dones de British Columbia,
Canada (Fidler, 1962). Des d’e llavors, la CC va ser considerada la millor

técnica de cribatge pel cancer de cérvix.

Luis Montalvo ha de considerar-se el introductor de la CC a Espanya
(Montalvo et al 1967). La creacié de la Societat Espanyola de Citologia el
1962 va ser fonamental per a que la CC rebés un impuls definitiu per a la

seva difusio a Espanya.

Les comunitats i paisos que van introduir la técnica de manera més o
menys sistematica han anat publicant diferents dades que confirmes la utilitat
de la mateixa (Bray et al, 2005a; USPSTF, 2006), aconseguint-se reduccions

mitges del 75% en la incidéncia | la mortalitat per cancer de cérvix uteri.

Tot i ser una técnica relativament senzilla, la realitzacié de la citologia
cervical implica diferents passos des de l'obtencié de la mostra fins la
interpretacié dels resultats. Es fonamental que la presa de mostra sigui
realitzada de la manera més escrupolosa possible, obtenint directament la
mostra del exocervix, amb una espatula, i I'endocérvix, amb un raspall, o bé

obtenint una mostra unica exocervical i endocervical amb un raspall de base
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amplia. La mostra vaginal no té utilitat pel cribatge de les lesions cervicals.
Només en els casos d’estenosi vaginal que impedeixi la visualitzacié del coll
uteri o bé en dones histerectomitzades es realitza una toma unica del fons
vaginal. Els errors en la citologia més frequents sén, precisament, els deguts
a la presa de mostra (2/3 dels falsos negatius), ja sigui degut a una presa
inadequada com a les caracteristiques propies de la lesid (superficie

queratinitzada, lesio petita, etc) .

La primera lectura de cribatge ha de ser realitzada per un citotécnic
expert. Tots els casos andomals han de ser revisats pel citopatoleg. Els errors
de lectura (que constitueixen un 1/3 dels falsos negatius) poden ser deguts a
la no identificacié de les cél-lules atipiques presents o bé al infradiagnostic de
les ceél-lules andmales observades en el frotis. La mostra es considera no
adequada per si no s’observen cél-lules endocervicals o metaplasiques. A
més a més, la preséncia de sang a la mostra o la inflamacié excessiva poden

dificultar la interpretacié de les cél-lules observades al microscopi.

Malgrat la seva reconeguda utilitat, la CC té dues limitacions importants.
La primera és la relativa baixa sensibilitat: diferents treballs han avaluat
aquesta dada, i tot i que els resultats sdn molt variables, la sensibilitat del la
citologia reportada és al voltant d’'un 60% (rang 18,5-94,0%) (Puig-Tintoré et
al 2006; Cuzick et al, 2006), cosa que implica al voltant d'un 15-50% de
falsos negatius per HSIL o cancer (Spence et al, 2007). Aquesta sensibilitat
€s encara molt més baixa per la deteccid de lesions glandulars (Bray, 2005b;
Visioli, 2004). La segona limitacio de la citologia és la deteccié d’'un nombre

molt important de lesions de CIN1/LSIL que tenen minim potencial de
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progressid (Nieh et al, 2003; 2005). Estadistiques recents estimen que a
Espanya es diagnostiquen anualment 500.000 nous casos de CIN1/LSIL. La
majoria d’aquestes lesions tradueixen tan sols una infeccid transitoria pel
VPH. Aquest fet resulta de particular rellevancia en termes de costs: s’estima
que tres de cada cinc dolars que es gasten a EEUU en els programes de
cribatge de cancer de cervix es destinen a avaluar, seguir i eventualment

tractar resultats citologics baix grau sense potencial de progressio.

Les limitacions de la CC, sobretot pel que fa la seva baixa sensibilitat
van originar un debat sobre la seva utilitzacié (Koss et al, 1980) que va fer
evident la necessitat d’establir un control de qualitat en totes les fases de la
seva realitzacio: presa, fixacid, lectura, informe i seguiment dels casos
detectats. Va sorgir un moviment centralitzat en el National Cancer Institute,
en EEUU i liderat per Robert Kurman i Diane Salomon que va donar lloc al
primer informe Bethesda, actualitzat posteriorment (Solomon et al, 2002) amb
'objectiu de normalitzar el procés de la practica de la CC. El sistema
Bethesda ha estat adoptat per la majoria de laboratoris de citologia

espanyols.

El control de qualitat de la CC resideix en: 1) la lectura rapida per un
altre citotecnoleg i 2) la comprovacié de que els percentatges dels resultats
obtinguts no s’aparten significativament dels acceptats pels grups de consens

(European, 2008)
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5.2. Citologia liquida

La citologia liquida és una citologia en capa fina pretén facilitar la
lectura al eliminar sang, grumolls o altres artefactes, augmentat d’aquesta
manera el nombre de mostres satisfactories per a valoracid i millorar la
capacitat de deteccio de les lesions intraepitelials. Han sigut molts els treballs
que han comparat l'eficacia de la citologia liquida amb la citologia
convencional. Inicialment els resultats publicats en la literatura van resultar
contradictoris (Nanda et al, 2000; Albulafia et al, 2003; Klinkhamer et al,
2003). Treballs posteriors no van confirmar 'augment de l'eficacia de la
citologia liquida en relaci6 a la disminucié del numero de mostres
inadequades, ni 'augment de la sensibilitat i la especificitat respecte la

citologia convencional (Davey et al, 2006; Bergeron, 2006; Arbyn et al, 2008)

5.3. Colposcopia

La colposcopia és una técnica d’exploracié optica magnificada dels
epitelis del coll uteri, la vagina i la vulva amb I'objectiu de detectar les lesions
preinvasives o invasives del tracte genital inferior i la seva orientacio
terapéutica. La identificacio de caracteristiques epitelials inapreciables a
simple vista que tradueixen canvis patologics permet valorar el grau
d’anormalitat del teixit i localitzar 'area més sospitosa per obtenir-ne una
bidpsia.

La colposocopia permet diferenciar les dues fases de la historia natural

de la neoplasia cervical. En la fase intraepitelial s’observen lesions
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acetoblanques degudes las canvis epitelials que impedeixen el pas de la llum
fins I'estroma, aquest és un signe poc especific perd que permet delimitar
'area anormal. En la fase invasora s’observen vasos irregulars formats per
'accié de factors angiogénics i que constitueixen un signe de progressio
(Puig, 2003). La colposocopia €s una técnica amb una elevada sensibilitat
(95%) (Mitchell et al, 1998) perd6 amb una especificitat més baixa que la
citologia (al voltant del 45%), donat que hi ha canvis andmals que no
corresponen a lesions intraepitelials. Per a cada imatge andmala existeix una
gradacidé que va des de canvis minims, més suggestius de lesions de baix
grau, fins alteracions majors suggestives de lesions d’alt grau o lesions

invasores (Torné et al 2006)

Si no es visualitza la uncié escamo-cilindrica, es considera que la
colposcopia no ha estat satisfactoria, en aquests casos és important

descartar I'existéncia de una lesié localitzada en el cancal endocervical.

La colposcopia permet biopsiar de forma dirigida I'area més sospitosa i
obtenir un diagnostic histologic definitiu. Es considera el gold standar del
diagnostic de la patologia del tracte genital inferior. Ara bé, actualment es
considera que el seu valor és menor del que se li havia atorgat fins ara degut
a la combinacié de l'error en I'area biopsiada i la baixa reproductivitat del
diagnostic histologic de les lesions intraepitelials cervicals (Cox et al, 2003;

Castle et al, 2007)

Les indicacions de la colposcopia varien depenent de les
circumstancies locals, i especialment dels recursos dels que es disposa. Avui

dia 'administracio de les vacunes profilactiques dins el calendari vacunal i la
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utlitzacié de les técniques de deteccié de 'ADN del VPH-AR en el cribatge,
esta fent modificar les indicacions de la colposcopia com tot el cribatge en si

(Meijer et al, 2009).

5.4. Estudi histologic

L’examen anatomopatologic és el que dona el diagnostic final de les
lesions cervicals. Les lesions cervicals associades a la infeccid pel VPH es
graduen seguint els criteris de Richard, segons la seva gravetat i el seu risc
d’evolucié a carcinoma invasor. Aixi parlem de CIN1 (canvis citopatics d’'una
infecci6 aguda transitoria pel VPH) i CIN2,3 (auténtiques lesions
precancerigenes). Diferents estudis han mostrat que, mentre que esta clara
la capacitat premaligna de les lesions de CIN3, les lesions de CIN2
constitueixen un veritable calaix de sastre, amb lesions properes a CIN1 amb
tendéncia a la regressio, i veritables lesions premalignes similars a CIN3

(Nieh et al, 2005).

Els criteris utilitzats son similars als de la citologia: alteracions nuclears
en forma d’augment del tamany del nucli, hipercromasia o irregularitat del
contorn, aquestes alteracions estableixen el diagnostic de CIN, la gradacié
d’aquesta s’estableix atenent a la gravetat de l'alteraci6 madurativa. Una
limitacié important de I'examen histologic és que aquest, tot i ser el diagnostic
de referéncia, esta subjecte a una moderada variabilitat inter- i
intraobservador, sobretot entre CIN1 i alteracions reactives i entre CIN2 i 3

(Klaes et al, 2002; Parker et al, 2002).
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Malgrat es considera que el LSIL citoldgic correspon al CIN1 histologic i
el HSIL amb el CIN2,3, diferents estudis han demostrat que darrera del 5-
20% de les citologies de LSIL hi ha en realitat una lesioé d’alt grau ((Walker et

al, 2006; Wright et al, 2007; Al-Nourhji et al, O 2008).

5.5. Métodes de detecci6 del VPH

5.51. Métodes morfologics

El diagnostic de la infeccié per VPH s’ha realitzat classicament
mitjancant la identificacié morfoldgica de les alteracions citopatiques produides
pel virus en les cél-lules escatoses, alteracions que poden identificar-se tant en
la citologia com en les mostres histoldgiques. La coilocitosi o atipia coilocitica
s’ha considerat el signe morfoldgic caracteristic de la infecci6 pel VPH. La
presencia inequivoca de coilocits indica infeccié viral productiva, en realitat,
sén molt més frequents en les lesions de baix grau que en les d’alt grau. De
fet, la majoria de lesions escamoses d’alt grau, carcinomes escatosos invasors
i totes les lesions glandulars (adenocarcinomes in situ i invasors) no contenen
habitualment coilocits. Es doncs, un métode molt poc sensible sobretot tenint
en conte que avui dia les técniques de biologia mol-leculars tenen una

sensibilitat de quasi el 100% .

5.5.2. Métodes de deteccid de proteines virals (métode

immunohistoquimic)

La demostracié de la infeccié del VPH pot efectuar-se detectant les

proteines de la capside mitjangant la immunohistoquimica. Aquest métode té
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la mateixa baixa sensibilitat que I'estudi morfologic de coilocits. Donat que la
produccio de la capside té lloc només en les cél-lules madures superficials la
proporcio de casos positius és inversament proporcional al grau de lesio

essent quasi constantment negatiu en els casos de carcinomes invasors.

5.5.3. Métodes de biologia molecular- deteccié de seqgliéncies gendomiques

del VPH

En la darrera década, les técniques de deteccioé de 'ADN dels VPH-AR
han estat molt eficaces en el maneig clinic de la patologia cervical. La principal
aportacio d’aquestes técniques és la seva elevada sensibilitat (Arbyn, 2009),

en general, i valor predictiu negatiu, molt superiors als de la citologia.

Les darreres guies cliniques de consens, basades en la revisié de la
literatura i lI'opinid d’experts, que va publicar la Societat Americana de
Patologia Cervical i Colposcopia (ASCCP) afegien els métodes de deteccio
del DNA del VPH-AR a la citologia com a part del cribatge de cancer de
cérvix uteri en dones majors de 30 anys (Wright et al, 2007) amb I'objectiu
precisament de augmentar la sensibilitat del cribatge i valorar la possibilitat
de augmentar l'interval d’avaluacio. Dades recents confirmen que aquest nou
enfocament del cribatge per dones a partir dels 30 anys redueix la incidencia
de CIN2,3 i de cancer de coll d’ater (Naucle et al r, 2007). Ara bé, aquest
increment de la sensibilitat, s’acompanya d'una notable reduccié de
I‘'especificitat (Ordi et al, 2003), degut a que la técnica detecta un nombre
molt significatiu de dones amb infeccié per VPH-AR que resoldran la infeccio

sense desenvolupar cap lesié cervical, fet evident, sobretot, si s’utilitza en
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dones joves (Evander et al, 1995; Cuschieri et al, 2004; Cuzick et al, 2006).
El principal guany de la inclusié de tecniques de deteccié del DNA en el
cribatge es doéna en dones de més de 30-35 anys, en les quals un resultat

negatiu permet augmentar l'interval de cribatge amb seguretat.

5.5.3.1. Hibridacio in situ

La hibridacio in situ es basa en I'is de sondes marcades que hibriden
especificament amb el DNA del VPH-AR situat intracel-lularment. Aquesta
técnica pot realitzar-se tant en mostra citoldgica com histoldgica. Existeixen
diferents kits comercialitzats, alguns per a cribatge (inclouen un coctel de
sondes que permet detectar un ampli grup de genopits sense diferenciar-los)
i altres per a tipificacidé inclouen tres sondes, de les quals cadascuna detecta
dos o més tipus virals agrupats segons la seva capacitat de produir

neoplasia.

La principal avantatge de la hibridacié in situ és que permet visualitzar
la morfologia de les cél-lules infectades pel VPH (Hopman et al, 2005). La
segona avantatge és la seva gran especificitat: la detecci6 de VPH-AR
mitjangant aquesta técnica s’associa constantment a la preséncia de lesions
cervicals. Les infeccions latents en un epiteli normal sén quasi constantment

negatives amb aquesta técnica.

El gran inconvenient d’aquesta técnica és la seva baixa sensibilitat (al
voltant d’'un 40-70% de les SIL), deguda a que es necessiten un nombre
elevat de copies per a que sigui possible la seva deteccio, cosa que fa poc

util aquesta técnica en el cribatge del cancer de cervix (Torne et al, 1997).
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5.5.3.2. Captura d’hibrids

Utilitza sondes de ARN capaces de detectar diferents tipus de VPH-AR.
Quan existeix infeccid virica les sondes de ARN formen un hibrid amb el ADN
del virus. Aquest hibrid és capturat per un anticos especific i detectat
mitjancant técniques d’ELISA que utilitzen un compost quimioluminiscent par
a revelar la reaccio i que proporciona a més una informacié semiquantitativa
sobre la quantitat d’ADN viral (Scheurer et al, 2005). La técnica disposa d’una

sonda per a virus d’alt risc oncogenic i una altra per a virus de baix risc.

El test Hybrid Capture 2 (HC2), test aprovat per la FDA (Food And Drug
Administration) dels EEUU, és una prova ampliament utilitzada en la detecci6
del VPH-AR. Es un métode rapid i reproduible amb una adequada relacié
entre sensibilitat i especificitat. Permet detectar 5 tipus de VPH de baix risc
oncogeénic (6, 11, 42, 43, 44) i 13 tipus virals de risc oncogenic alt o intermedi
(16, 18, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68), responsables del 90% dels

carcinoma de cervix.

Utilitza com a llindar de positivitat 1 URL. Aquest test posseeix una
sensibilitat propera al 95% (L6rincz et al, 2003; Brink et al, 2005), i un valor
predictiu negatiu proxim al 100% (negative is negative) (Ordi et al, 2003;
Kulmala et al, 2004; Cuzick et al, 2008), aixi, un test HC2 negatiu permet
excloure amb elevat grau de certesa I'existéncia d’'una lesié premaligna d’alt
grau o d’un carcinoma invasor. Alguns treballs suggereixen que el test podria
ser optimitzat utilitzant un llindar de positivitat superior a 1.0 pg/mL. (Kumala
et al, 2004). El seu principal inconvenient és que no permet genotipar els

virus detectats.
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Aquest métode de deteccié viral han estat recentment proposats per a
millorar I'eficiéncia del cribatge de cancer de cérvix (Arbyn et al, 2006; Ronco
et al, 2007). Els diferents treballs realitzats en els darrers anys demostren
que la utilitzacié del HC2 en el cribatge augmentaria la deteccié de lesions
persistents i reduiria la incidéncia de CIN2,3 i cancer de céervix (Naucler et al,
2007; Ronco et al, 2008), a costa perdo d'un increment de deteccio
d’infeccions transitories, degut a que el HC2, com les altres técniques de
deteccié de DNA viral en general, comporten una reducci6 de al voltant d’un
4-6% de la especificitat (Cuzzick et al, 2008) i una reducci6é de un 10-20%
aproximadament del VPP (Kotaniemi-Talonen et al, 2008) comparades amb

la citologia.

5.5.3.3. La Reaccid en cadena de la polimerasa

Es basa en la multiplicacié del numero de copies d’'un segment
especific del ADN viral si aquest esta present en la mostra analitzada.
Aquesta és una técnica amb una molt elevada sensitivitat, capag¢ de detectar
la infeccié viral amb molt poques copies d’ADN (entre 10 i 100) encara que

estiguin localitzades en una sola cél-lula entre milers.

Existeixen dues alternatives fonamentals per la deteccié de VPH
mitjancant la PCR. En primer lloc, i com a métode més utilitzat, disposem de la
PCR de regions de consens, en la qual s’amplifica una regi6 amb una
sequencia molt similar entre tots els VPH per, posteriorment, per métodes
d’hibridacié especifica, enzimatics o de sequenciacié de I'ADN, realitzar la

tipificacido del virus. El primer d’aquests métodes de consens que va ser
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popularitzat va ser el que utilitza com a diana d’amplificacio la regié comu de
L1, utilitzant les sondes MY09 i MY11. El producte amplificat generat és
d’aproximadament 450 parells de bases i presenta certs inconvenients, com
no permetre la detecci6 de determinats VPH (VPH 35) i de tenir una
sensibilitat limitada deguda, entre altres coses a que el seu relatiu gran

tamany, en casos d’ADN de mala qualitat, I'amplificacié es veu molt limitada.

Per tal de millorar aquestes limitacions, posteriorment es van realitzar
diferents modificacions que basicament radicaven en el disseny de noves
sondes per a la mateixa diana. Aixi es van dissenyar variants com
PGMY09/11, que proporcionava una major sensibilitat i un augment de
'espectre de VPH detectats, o altres com GP5/GP6 o la seva variant
millorada GP5+/GP6+(I'unic test de PCR clinicament validat avui dia), la

sensibilitat dels quals respecte altres primers consens és notablement major.

La PCR especifica esta basada en el disseny especific de primers per
a regions diferencials entre els diferents VPH, i en ell cal destacar la seva
extremada sensibilitat, ja que es poden amplificar especificament per
exemple oncogens virals (E6 i E7) d’'un determinat tipus, subtipus o variant
viral amb una especificitat de quasi el 100%. Per altra banda permeten la
realitzacido d’analisi d’integracié viral, deteccié de variants, quantificacio

normalitzada en front de gens constitucionals, etc.

Les técniques basades en l'amplificaci6 per PCR soén rapides i
relativament senzilles i poden aplicar-se tant a mostres de citologia com a

bidpsies.
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La seva elevada sensibilitat que presenten, en general, és el que les fa
tant valuoses i alhora representa també un dels seus principals
inconvenients, ja que detecten un nombre molt elevat de pacients amb
infeccions transitories. Un altre dels seus inconvenients és la facilitat de
contaminacié i falsos positius, malgrat que en cada kit es proposen diferents

mesures de control.

Actualment existeixen un gran nombre de tests basats en PCR altament
sensibles com GP5+/GP6+, PGMY09/11, SPF, Amplicor MWP, Linnear
Array, Inno-Lipa, PapilloCheck (Monsonego et al, 2005; Gillio-Tos et al, 2006;
Wright et al, 2007; Hesselink et al, 2008; Iftner et al, 2009; Dalstein et al,
2009). Fins fa pocs anys el seu Us clinic era minim i la majoria d’aquests test
estaven enfocats a la recerca (Davies et al, 2001). En els darrers anys la
seva validacio clinica ha sigut un dels temes que més interés ha despertat, i
avui dia, la seva utilitzacio en el cribatge esta essent avaluada (Bulkmans et
al, 2007; Naucler et al, 2007; Ronco et al, 2008; Meijer et al, 2009). L’objectiu
d’aquests estudis és trobar aquells test I'aplicacid dels quals ofereixi un
balanc optim entre la sensibilitat clinica i I'especificitat, per tal de minimitzar la
maxim l'excessiu seguiment o un tractament excessiu de les infeccions
transitories. Aixi per exemple, treballs actuals demostren técniques
extremadament sensibles, com SPF10-PCR, suposen un augment
innecessari de dones que serien examinades de forma repetida (Hesselink

et al, 2008).

La base d’aquest nou plantejament radica en que se sap que dins els

VPH-AR no tots presenten la mateixa capacitat oncogénica. EI VPH 16 per
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exemple es considera el responsable del 50-55% de carcinomes de ceérvix
(Bosch et al, 2008), dada que suggereix fortament que aquest tipus viral esta
dotat d’algun avantatge biologic per la transmissio, persisténcia i capacitat de
transformacié. El mateix, perd a menor escala passa alb el VPH 18 o 45,
responsables del 40% dels adenocarcinomes de cérvix. Aixi doncs la infeccio
per determinats genotips virals suposa un risc afegit de desenvolupar una
lesié d’alt grau (Josefsson et al, 2001; Castle, et al, 2005; Khan et al, 2005).
Per altra banda I'aparicid de vacunes profilactiques per a certs tipus virals

d’alt risc (16 i18) també ha donat rellevancia a la tipificacié viral.

5.5.3.4. Expressié del ARNm dels oncogens E6 y E7)

El potencial oncogénic dels VPH-AR recau en les oncoproteines E6 y
E7, capaces d’'unir-se i modular I'expressio de proteines reguladores del cicle
cel-lular, en especial p53 i pRb. Com a consequéncia d’aquesta interaccio es
produeix una distorsié del cicle cel-lular i una alteracido de la reparacio de
'ADN cel-lular, conduint la ceéllula a la inestabilitat genomica i a la
transformacié maligna. Per tant, I'expressié dels oncogens E6 i E7 és

necessaria per la sintesis d’aquestes proteines i la transformacié maligna.

La detecci6 del ARNm dels oncogens E6 y E7 suposa una eina
diagnostica molt més especifica que la simple deteccié de I'’ADN viral,
significa que ha existit una integracié del material genétic viral en 'ADN

cel-lular i que s’esta produint a més I'expressio del DNA viral.
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Diversos treballs que correlacionen I'expressiéo del ARNm d’E6 i E7 amb
el grau lesional atorgant a aquests marcadors un valor pronostic (Sotlar 2004,

Varnai et al, 2008; Catan et al, 2009).

5.6. Marcadors moleculars cel-lulars d’ activitat oncogénica de VPH-

AR

Darrerament han estat proposats diferents molécules cel-lulars com a
marcadors biolodgics d’infeccié viral amb valor diagnodstic i/o pronostic. De

tots aquests marcadors la proteina p16™<** ha estat el més estudiat.

5.6.1. pl16INK4A

La sobreexpressié de p16™** @és facilment detectable per tincié
immunohistoquimica i ha estat proposada com a marcador bioldgic que pot
permetre identificar de manera inequivoca les cél-lules amb canvis displasics
o malignes induits per VPH-AR, millorant aixi I'especificitat diagnostica i
solucionant els problemes existents de variabilitat inter- i intraobservador
(Milde-Langosch et al, 2001; Klaes et al, 2002; Carozzi et al, 2008; Horn et al,
2008). Estudis molt recents proposen que la p16 podria a més tenir un valor
pronostic (Hariri et al, 2007; Yoshida et al, 2008)

La immunohistoquimica per p16™K*A

es gradua segons la tincié
citoplasmatica i/o nuclear de la cél-lula infectada: la tincié citoplasmatica en
cél-lules aillades (<5%) es considera negativa. La positivitat per p16™** pot

ser difusa, quan totes les cél-lules basals tenyeixen, o focal en cas de tincié

en una localitzada sigui en les cél-lules basals o suprabasals (Kong et al,
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2007). L’s de la tincié immunistoquimica per p16™** ha estat estudiat tant
en mostres histologiques (Klaes et al, 2002; Benevolo et al, 2006) com en

citologia (Bibbo et al , 2002; Negri et al , 2003; Sahebali et al ,2004).

5.6.2. Altres marcadors moleculars: CDC6, MCM5, Ki67

El CDC6 i MCM5 (Mini Cromosome Manteinance) son dos reguladors
de la duplicaci6 del ADN. En totes les cél-lules eucariotes existeixen
mecanismes de control de replicacié del material genétic que s’han mantingut
al llarg de l'evolucié. Aquests mecanismes controlen que la replicacié del
DNA ocorri tan sols una vegada en cada cicle cel-lular. Sén els anomenats
“llicenciadors” de la replicacido de ADN i actuen formant un complex que, en
unir-se al ADN, permet l'inici de la replicacié del genoma cel-lular. Quan
aquest complex s’allibera del DNA es bloqueja el reinici de la replicacié del
genoma cel-lular en el mateix cicle. L’alteracié de la replicacié del material
genetic comporta una inestabilitat gendmica que contribueix a la
transformacié maligna de la cél-lula. Diversos estudis han observat una
sobreexpressié de MCMS5 i CDC6 en les cél-lules de les lesions displasiques.
En les cél-lules “normals” ambdues molécules s’expressen unicament durant
el cicle cel-lular, perd no en els processos de diferenciacio ni en les fases de
quiescencia, per aixd es consideren biomarcadors especifics de “cél-lules
proliferatives”, per la qual cosa s’han proposat com a marcadors de lesions
displasiques o neoplasiques (Freeman et al ,1999; Davies et al, 2002). El
1998 Williams et al van proposar per primera vegada DCD6 i MCM5 com a

potencials biomarcadors moleculars de les lesions premalignes del cérvix
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uteri (Williams et al, 1998), proposta que s’ha vist recolzada per treballs

posteriors (Ishimi et al, 2003; Murphy et al, 2005; Halloush et al, 2008).

El ki67 és un marcador de proliferacio cel-lular. La seva sobreexpressio
es veu en casos de lesions displasiques o neoplasiques, i s’ha proposat
juntament amb la p16 per a millorar la sensibilitat de la citologia i disminuir els
falsos negatius (Akpola et al, 2004; Halloush et al, 2008). Altres treballs
descriuen una expressio diferencial de Ki67 en relacio amb la severitat de la

lesié preneoplasica donant-li aixi un valor diagnodstic (Carreras et al ,2007).

Molts altres marcadors com hTERT, mTOR, bcl-2, p53, p27(KIP1),
ciclina E, etc, han estat estudiats (Saha et al , 2007; Bahnassy et al, 2007;

Tan et al, 2008; Feng et al , 2009)

El seu paper avui dia és encara experimental i no tenen aplicacio
clinica, diversos treballs es plantegen de quina manera aquests

biomarcardors serien utils dins el cribatge del cancer de cérvix.
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6. Maneig de les lesions precursores del cancer de coll d’uter

Com hem dit abans, d’acord amb el risc de progressié que tenen les
diferents lesions premalignes, existeix consens en realitzar tractament
escisional a les pacients que presentin lesions d’alt grau confirmades
histologicament (CIN2-3). En canvi, tractar sistematicament totes les lesions
de baix grau (CIN1), la majoria de les quals son l'efecte citopatic d’infeccions
transitories pel VPH-AR, suposaria no només un sobretractament injustificat
(Puig 2003), siné un increment de tots aquells efectes perjudicials secundaris
a la conitzacié, sobretot en cas de les dones en edat reproductiva (amenaca
de part preterme, ruptura prematura de membranes...) (Tan et al, 2004;

Jakobsson et al, 2007).

Per aquest motiu, sempre que es compleixin certs requisits (veure
apartats seguents), s’opta per una actitud conservadora oferint a la pacient
seguiment sense tractament. Aquest fet perd suposa una gran carrega
assistencial, derivada del seguiment estricte d’'un gran nombre d’infeccions

pel VPH i lesions cervicals que remetran de manera espontania.

6.1. Tractament de les lesions escatoses d’alt grau i seguiment

posterior

Les lesions intraepitelials d’alt grau (CIN2-3) presenten un risc de
progressid elevat (Pinto&Crum, 2000; Spitzer et al,2006; McCredie et al,

2008), per la qual cosa existeix consens de tractar-les. Hi ha autors que
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reporten un risc de progressié real de més d’'un 50% en el cas de no tractar

aquestes lesions (McCredie et al, 2008).

Existeixen dos grans grups de tractament: els escisionals i els
destructius. Els primers donat que permeten obtenir material histoldgic per
estudi (diagnodstic i I'avaluacié dels marges del con cervical) son els
tractament d’eleccié (Wright et al, 1992; Kyrgiou et al,2005; Spitzer et

al,2006)

La conitzacid és el procediment més utilitzat, i existeixen diferents
teécniques per a fer-la. Fins als anys 50-60 el tractament tradicional era la
conitzacié amb bisturi fred. Avui en dia altres técniques igual d’efectives, que
no requereixen anestésia total, i que produeixen una menor alteracié en la
morfologia cervical han anat substituint el bisturi fred (Giacalone et al, 1999;
Duggan et al, 1999, Bozanovi¢ et al, 2008). La nansa diatermica (Loop
electrosurgical excision procedure, LEEP) és la principal técnica utilitzada per
a I'exéresi de les lesions cervicals, ja que presenta la mateixa eficacia que
altres técniques escissionals amb avantatges afegides de comoditat,

rapidesa, i baix cost (Kyrgiou et al, 2006; Suwannarurk et al, 2009).

Ara bé, el risc de malaltia invasora es manté elevat respecte les dones
sense antecedents de lesio cervical malgrat el tractament (Soutter et al,
1997; Kalliala et al, 2005; Spitzer et al, 2006; Melnikow et al, 2009) per la
qual cosa aquestes dones requereixen seguiment a llarg termini i sovint
retractament de les recidives un cop identificades. Soutter et al. van reportar
en una metaaanalisi que les dones tractades per CIN mantenen un risc de

desenvolupar cancer invasor al voltant de 2.8 vegades respecte la poblacié
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(Soutter et al, 2006). Avui en dia s’accepta que les dones amb antecedent de
tractament per lesié cervical han de realitzar un seguiment estricte durant
anys (Soutter et al, 2006; Spitzer et al,2006; Strander et al, 2007), perd no

queda establert quants.

El risc de progressio de les lesions dalt grau, és molt inferior en noies
joves (per sota de 25 anys), en les quals el risc de progressio s’ha estimat al
voltant d’1.5 % anual (Sasieni et al, 2009). Per aquest motiu, en dones joves,
amb colposocopia satisfactoria s’accepta fer un seguiment estricte (Spitzer et
al, 2006), repetint la bidopsia en cas de citologia HSIL, o empitjorament de la
lesié a la visualitzacié amb colposocop i tractant la lesié sempre que aquesta

persisteixi més de 24 mesos (Hoffman et al, 2004; Spitzer et al, 2006).

El principal objectiu de seguiment de es dones a les que s’ha fet una
conitzacié per una lesié d’alt grau, és la deteccid precog¢ d’'una recidiva o bé
de lesio residual. Les guies cliniques actuals recomanen fer el seguiment
d’aquestes dones amb determinacié de VPH-AR, citologia i colposcopia
(Nobbenhuis et al, 2001b; Wright et al, 2006; Spitzer et al, 2006) cada 6
mesos. La colposcopia, en general, no es recomana de forma seriada en el
control post-tractament, pero cal fer-la sempre davant d’'una citologia alterada
o bé una determinaci6 de VPH-AR positiva. (Gardeil et al, 1997; Benchimo et

al I, 2005; Wright et al, 2006).

La determinacié de VPH-AR com a seguiment post-tractament ha
permés augmentar la sensibilitzat de deteccid de recidiva, sufragant el

problema de l'alta tassa de falsos negatius de la citologia (Nobbenhuis et al,
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2001b), la sensibilitat de la qual semblava disminuir en les pacients

conitzades (Bollen et al, 1999).

Diversos factors s’han relacionat amb el risc de recidiva o persisténcia
de lesié després d'un tractament per lesié d’alt grau, principalment, els

marges de la pega quirurgica o la persistencia de VPH-AR post-tractament.

La valoracié dels marges de la pega de conitzacié és un dels aspectes
fonamentals. L’afectacié dels marges esta relacionat amb el risc de
recurrencia de la lesid (Spitzer et al, 2006; Wright et al, 2006, Zielinski et al,
2004), cosa que ocorre en el 7% de les dones tractades amb marges
negatius, i en el 30% de les dones tractades en les que hi havia afectacio de
marges de la pec¢a de conitzacié. L’afectacié de marges no és sindnim en tots
els casos de persisténcia de malaltia (Bretelle et al, 2000), perd donat el risc
de recidiva i la possibilitat de malaltia residual es recomana un seguiment

estricte d’aquestes pacients.

La persisténcia d’infeccié del VPH-AR en dones que han estat tractades
també és un factor de risc per a la recidiva/persisténcia de lesio residual
(Fusté, 2009; Riethmuller, 2008; Alonso, 2007; Nobbenhuis, 2001b).
L’elevada sensibilitat i VPN de les técniques de deteccié del VPH-AR fan

d’aquestes un metode reproduible i fiable de la valoracié del risc de malaltia.

Noebbenhuis i cols. van reportar que la persisténcia d’infeccio per VPH-
AR als 6 mesos de tractament prediu amb major fiabilitat que la citologia la

preséncia de lesio residual o recurrent (Nobbenhuis et al, 2001b).
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Hi ha diversos grups que han estudiat possibles factors que s’associin a
la persisténcia del virus post-tractament amb resultats molt diversos (Bodner
et al, 2002; Costa et al, 2003; Dalstein et al, 2003; Alonso et al, 2007). L’edat
de la pacient, el grau histologic de la lesio tractada, els marges de la pecga de
conitzacié, i la carrega viral pre-tractament han estat factors descrits per a la

persisténcia de la infeccio.

6.2. Tractament de les lesions escatoses de baix grau i seguiment

posterior

Aproximadament el 85% de les lesions de baix grau estan causades per
VPH-AR, igual que practicament el 100% de les CIN2-3 i dels carcinomes de
cérvix. Només el 15% de les CIN1 estan produides pels tipus virals de baix
risc (Ordi et al, 2003). Ara bé, la gran majoria de les CIN1, inclus aquelles
produides per virus oncogeénics, reflexen simplement I'efecte citopatic d’'una
infeccid transitoria i regressen de forma espontania (Ostor, 1993; Wright et al,
2003; Moscicki et al, 2004). Per aquest motiu les actuals guies cliniques no
aconsellen de forma sistematica el tractament escisional d’aquestes lesions

(ACOG, 2005; Wright et al, 2006; Puig-Tintor et al é, 2006).

En aquest context es recomanen aquells canvis conductuals per a actuar
sobre els cofactors de risc: suprimir I'habit tabaquic (Torné et al, 1997;
Moscicki et al, 2001; Castellsagué et al, 2003), es recomana I'us del

preservatiu (Hogewoning et al, 2003; Shew et al, 2006).

La taxa de regressid en noies joves és encara més elevada, els 36

mesos regressen un 91% de les CIN1 (Moscicki et al, 2004), per la qual cosa
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en aquest subgrup de pacients esta encara més justificada la conducta
conservadora, considerant a més la mobilitat que el tractament suposa sobre

la fertilitat i la gestacié (ACOG, 2005).

Estudis virologics han evidenciat que laclariment de la infeccio
precedeix la remissié dels canvis citopatics (Nobbenhuis et al, 2001a). En el
treball de Nobbenhuis i cols. al cap de I'any la taxa acumulada de cleareance
de la infeccié va ser del 29% (IC 95%: 18-50), cosa que va permetre en
aquests casos predir la regressio de la lesié. Totes les dones que va aclarar la

infeccid ho van fer en els 40 mesos de seguiment (Nobbenhuis et al, 2001a).

Aixi doncs un estricte control d’aquestes lesions permet fer una conducta
conservadora el temps suficient per permetre la resolucié de la infeccid i la

regressio de la lesio (Puig-Tintoré et al, 2006).

El 2001, la American Society for Colposcopy and Cervical Pathology
(ASCCP) va liderar una conferéncia de consens amb [I'objectiu de
desenvolupar unes guies clinigues del maneig de les lesions cervicals
intrapepitelials (Wright et al, 2003) que van ser adobtades per altres societats.
Per les dones amb diagnostic histologic confirmat de CIN1 precedida per
citologia de ASC-US, ASC-H, o LSIL, les guies cliniques actuals recomanen la
repeticio de la citologia als 6 i 12 mesos o bé la realitzacié del test de VPH-AR
als 12 mesos. En cas de determinacié viral positiva o de nova citologia
anormal, es recomana la realitzacié de colposcopia (Wright et al, 2003; Wright

et al 2006).

Si la CIN1 persisteix més de dos anys pot plantejar-se el tractament o bé

continuar fent un seguiment de la pacient. En cas de colposocopia
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insatisfactoria o CIN1 endovervical es recomana tractament escisional (Wright

et al, 2006) .

Les dones amb CIN1 precedit per citologia de HSIL es recomana o bé
tractament o bé seguiment amb citologia i colposcopia cada 6 mesos, sempre
que la colposocopia sigui satisfactoria i la mostra endocervical negativa per a

lesio. Si persisteix la citologia de HSIL es recomna fer tractament.

El maneig de les adolescents i les dones gestants presenta petites
particularitats, en ambdds casos s’intenta una conducta conservadora sempre

que sigui possible.

Ara bé, tot i 'alta probabilitat de regressié cal no oblidar que un 10-15%
de les lesions de CIN1 progressen a CIN2-3 i un 0.3% a cancer (Ostor, 1993;
Cox et al, 2003). Avui per avui, perd no és possible predir, en el moment del
diagnostic quines seran aquelles lesions que progressaran amb el temps, per

la qual cosa és fonamental el seguiment de totes elles.

En l'estudi ALTS es va concloure que moltes de les lesions CIN2-3
detectades en el seguiment de lesions CIN1, corresponien en realitat a lesions
d’alt grau que havien estat infradiagnosticades en el moment del diagnostic
(Cox et al, 2003). El risc d’'una lesié subjacent de CIN2-3 en una pacient
diagnosticada de CIN1 és major quan la citologia previa ha estat HSIL i no

ASC o LSIL (Massard et al, 2001; Alvarez et al, 2007).
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7. Vacunes profilactiques per a la infeccié de determinats VPH

Les vacunes profilactiques per a la infeccio dels VPH més prevalents és
avui dia un tema de gran actualitat amb molts interrogants encara per
resoldre. Amb les recents publicacions dels dos majors estudis de fase lll de
les vacunes del VPH la perspectiva de la prevencié del cancer de ceérvix
mitjangant les vacunes és un tema de gran interes. Tot i que el seguiment de
les milers de pacients vacunades, és encara només moderat (5-6 anys), les
dues vacunes actualment comercialitzades (Cervarix® i Gardasil®) han
demostrat una elevada eficacia, seguretat, immunicitat i una proteccié a llarg
termini en front la infeccié dels virus vacunals (Harper et al, 2006; Garland et

al, 2007; Paavonen et al, 2007).

Cervarix® és una vacuna bivalent formulada amb antigens basats en la
proteina L1 de la capside viral dels tipus 16 i 18 del VPH que s’autoensamblen
formant particules no infeccioses similars al virus (VLPs: virus like particles) i
un adjuvant que potencia la resposta immune induida per la vacuna (ASO4).
Gardasil® és una vacuna tetravalent formulada amb antigens basats en la
proteina L1 dels virus oncogénics 16,18, i els no oncogeénics 6 i 11 que també
s’autoensamblen formant les VLPs i un adjuvant d’hidroxialumini. Els resultats
dels 2 estudis fase Il (GSK001/007 i Merk007) i els tres fase Il (PATRICIA,
FUTURE | i FUTURE Il) han demostrat una eficacia superior al 95% respecte
la infeccié persistent del VPH inclosos en les vacunes, CIN1+, CIN2+, AIS)

(Schiller, 2008).
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Ambdues vacunes ofereixen proteccid contra la infeccié pels VPH-AR 16
i 18 de les dones naives, aquests dos genotips virals son els responsables del
70% dels cancers escatosos cervicals i el 80-85% dels adenocarcinomes
(Castellsagué et al, 2006). S’estima que, gracies a la proteccié creuada en
front de genotips relacionats, la proteccio real d’aquestes vacunes en front el

cancer de coll d’uter és encara superior.

Les vacunes profilactiques han estat implementades aquest darrer any
en el calendari vacunal, pero tot i aixi queden encara sense respondre molts
interrogants sobre la I'espectre real de la proteccio i la proteccié creuada, la
immunicitat a llarg termini de cadascuna de les vacunes, I'efecte sobre la
incidéncia i prevalenca de cancer, el cribatge en dones vacunades. Per
resoldre totes aquestes questions cal continuar els estudis de seguiment a
llarg termini i organitzar nous estudis fase IV, alguns dels quals ja s’estan

duent a terme.

L’any 2007 el cost d’'aquestes vacunes va excedir les possibilitats de
molts paisos, a més de que la seva introduccié va reflectir les grans
diferencies en I'accés a les vacunes relacionades amb el nivell socioeconomic.
Experiéncies prévies com la introduccié de la vacuna de la hepatitis B en els
paisos en vies de desenvolupament han demostrat que el cost de la vacuna
€s un component essencial de I'exit de la implementacié de les mateixes

(Kane et al, 2006).

Un altre tema de debat és el nou enfocament del cribatge en una
poblacié de dones vacunades. Després de 50 anys de citologia i quasi una

decada d’avaluacié del cribatge amb els test de deteccié del VPH-AR, la
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introduccié de les vacunes ha suposat un nou plantejament de la prevencio
del cancer de cervix. Davant de una suposada reduccié de la prevalenca de
lesions preneoplasiques, diferents models matematics exploren estrategies de
cribatge que combinin la vacunaci6 amb esquemes sostenibles de cribatge

(Raffle, 2007; Goldhaber-Feibert et al, 2008).

Aquestes vacunes no tenen activitat terapéutica: no s’ha demostrat
efecte de cap d’elles en la regressid/progressio de les lesions premalignes

(Schiller et al, 2008).
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Un dels problemes principals del cribat convencional del cancer del cérvix
uteri mitjancant citologia és que aquesta técnica detecta un gran nombre de
dones amb alteracions cel-lulars lleus (ASC-US, LSIL) que soén transitories i
presenten un baix risc de progressido a lesions premalignes d’alt grau i
carcinoma invasor. Aquest problema s’agreuja notablement quan s’apliquen
técniques moleculars de deteccid del VPH, les quals s’han introduit en el
cribat en els darrers anys degut a que sén molt més sensibles que la citologia.
Aquestes tecniques demostren infeccié viral no només en un porcentatge alt
de dones amb ASC-US i LSIL, siné que a més, soén positives en un nombre
important de dones amb citologia negativa. Per tant, com a resultat dels
programes de cribat els sistemes de salut es troben amb un grup de dones
amb lesions citologiques lleus o amb infeccié per VPH i citologia normal, el
seguiment de les quals representen un problema asistencial greu i
d’importancia creixent. S6n molt escases les evidéncies existents sobre quin
és el vertader risc de transformacié maligna d’aquestes dones, i per tant quin

és el comportament clinic més adequat.

Malhauradament, ni la clinica ni les caracteristiques citologiques ni
histologiques d’aquestes lesions sdn capaces de predir el risc de progressio
d’aquestes lesions, no disposant-se actualment de cap métode que diferencii
les pacients amb infeccié per VPH i alteracions citologiques lleus o absents
que presentaran progressié a CIN2-3/HSIL o cancer, cosa que implica el
seguiment d’'un gran nombre de dones sense risc de desenvolupar cancer
cervical. En els darrers anys s’ha observat que p16™<*?, una proteina humana
reguladora del cicle cel-lular esta sobreexpressada de forma molt constant en

lesions cervicals d’alt grau i cancers de cérvix produits per la infeccioé del VPH-
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AR. La seva expressio indica I'existéncia d’interaccio entre el virus i el genoma
cel-lular i és especiment intensa en les lesions d’alt grau i els cancers, mentre
que en les lesions de baix grau la seva expressié €s molt variable, per la qual
cosa es planteja que podria tenir un paper en la identificacio de les dones amb

lesions lleus que tenen risc de progressio.

Sobre aquestes dues premises, aquesta tesi es planteja d’acord amb les

seguents dues hipotesis:

1. Les dones amb infeccié per VPH-AR i citologia normal poden tenir un
risc de progressié semblant al de les dones amb citologia d’ASC-US o

LSIL.

2. La sobreexpressio de p16™<4

en les lesions cervicals causades per
VPH-AR, podria ser util en la identificacié de lesions intatrepitelials i,
donat que reflexa la interaccié del virus amb el genoma huma, podria

senyalar les lesions amb més probabilitat de progressio.
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lll. OBJECTIUS

Pagina 63






Tesi doctoral. Marta del Pino Saladrigues

L’objectiu general de la present tesi és avaluar el risc de progressio a

lesi6 d’alt grau de les dones amb infecci6 per VPH-AR i anomalies

citoldgiques minimes o absents i determinar si p16™<*® un dels nous

marcadors moleculars de lesié premaligna i maligna associada a VPH, pot

aportar dades rellevants respecte al risc de progressié d’aquestes lesions.

De forma particular, s’han plantejat els seglients objectius especifics:

1. Determinar el risc de progressio i la probabilitat de regressioé espontania
de les dones amb infeccid per VPH-AR que presenten anomalies
citoldgiques minimes (ASC-US, LSIL) o citologia negativa, i analitzar si
resultats diferents en la citologia impliquen una evolucié diferent

(Estudi 1).

. Avaluar si la carrega viral determinada mitjangant la técnica de captura
d’hibrids millora la capacitat diagnostica i/o proporciona informacio

sobre el pronodstic (Estudis 1, 2 i 3).

. Avaluar si altres factors, a més del resultat citologic i la determinacié de
la infeccié per VPH-AR, influeixen en el risc de progressié (Estudis 1 i

3).

. Determinar la precisié de la tinci® immunohistoquimica per p16™¢* en

el diagnostic de les lesions premalignes cervicals (Estudi 2).
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6'N%*2 permet identificar

5. Avaluar si la tincid6 immunohistoquimica per p1
lesions premalignes associades a la infecci6 per VPH-AR no

detectades en I'estudi histologic convencional (Estudi 2).

6N pot utilitzar-se com un marcador

6. Estudiar si la tincio per 1
pronostic de progressié/regressid de les lesions premalignes de baix

grau (Estudi 3).
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La descripcio de les pacients, aixi com la metodologia utilitzada en les
diferents investigacions realitzades es troben detalladament explicades en
les seccions de “Material i Métodes” de cadascun desl tres articles que

constitueixen el cos doctrinal de la preset Tesi Doctoral

Tots tres articles s’inclouen a continuacioé tal i com es troben en la literatura

cientifica.
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Progression to CIN2-3 of High Risk-Human Papillomavirus
positive women: do negative, ASC-US or LSIL cytological

result imply a different risk?
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ABSTRACT

Although there is information on the progression risk to cervical neoplasia
grade 2-3 (CIN 2-3) of women with low-grade squamous intraepithelial lesions
(LSIL), there is little data about the risk in women with high-risk human
papillomavirus (HR-HPV) infection and atypical squamous cells of unknown
significance (ASC-US) or normal cytology. Our purpose was to evaluate the
progression risk of women with HR-HPV infection having either LSIL, ASC-US
or no cytological abnormalities and to analyze whether different cytological
result implies different risk. 530 women (median age 33.9; range 15-74) with
HR-HPV infection and normal, ASC-US or LSIL cytology were prospectively
recruited and grouped at enrollment according to the initial
cytological/histological diagnosis. Women were examined every 6 months by
cytology, colposcopy, and HR-HPV by Hybrid Capture-2 (HC2), for at least 12
months (median 19.0). Progression to CIN2-3 was observed in 47(8.9%)
women, regression to negative cytology and negative HR-HPV in 199(37.6%),
and persistent infection or lesion in 284(53.6.0%). There were no statistically
significant differences in the cumulative incidence rate of progression or
regression between the three groups. The progression risk of women with
normal, ASC-US or LSIL diagnoses was 9.4%, 12.9% and 7.9% respectively
(p=NS). The progression rates were higher for women older than 35 years-old
(13.3% vs 6.3%; p=0.006) and those with previous history of cervical lesion
(43.1 vs 4.7; p<0.001). Those data suggest that women with HR-HPV infection
and normal cytology could have the same progression risk than those with

ASC-US or LSIL and probably they benefit from the same management.
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INTRODUCTION

The main objective of the cervical cancer (CC) screening is the
identification of women with high grade cervical intraepithelial neoplasia (CIN2-
3), a premalignant lesion with a high risk of progression to CC. Pap test
screening has had a significant impact in reducing the incidence and mortality

from CC because its ability to detect these premalignant lesions (1;2)

However, in the last few decades, the use of cytology has been criticized,
mainly because of its low sensitivity. In a meta-analysis including 62 different
reports Nanda et al showed that the sensitivity of cytology ranged from 30 to
87%, with most studies reporting sensitivities around 50-60% (3), pointing out
the need of more sensitive techniques of screening. Thus, molecular
techniques of detection of high-risk human papillomavirus (HR-HPV), the cause
of CC and their precursors, have increasingly being used in the screening and
the management of patients with cervical pathology (4;5). There is now strong
evidence that the sensitivity of HR-HPV tests to detect CIN2-3 and CC reaches

figures around 95% (6-8), much higher than the sensitivity of the cytology.

The second major limitation of cytology is that, although is considered a
highly specific technique, it detects not only CC and the truly premalignant
high-grade squamous intraepithelial lesions (HSIL), the cytological counterpart

of CIN2-3, but also a significant number of women with mild cytological
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abnormalities, i.e. atypical squamous cells of undetermined significance (ASC-
US) and low-grade squamous intraepithelial lesion (LSIL), who have a low risk
of progression to CIN2-3 and CC. Although these lesions have a low
progression risk some studies have shown that colposcopy examination with
directed biopsy in patients with ASC-US and LSIL detects CIN2-3 in 5-20%, (9-
11) and that 10-15% of the rest of these patients develop CIN2-3 after a follow-
up of 2 years (10;12). These facts justify that current protocols recommend
colposcopy examination or follow-up with a repeat Pap-test at 6 and 12 months

and/or HPV testing.

The addition of HR-HPV testing to cervical screening and the
management of cervical lesions has resulted in a significant number of women
positive for HR-HPV who have transient or non progressive infections (13-15).
Different management approaches have been proposed for positive HR-HPV
women according to the cytological result (11;16) but there are no agreement
in which is the best follow-up option for women with HR-HPV infection and

normal cytology.

The aim of this study is to evaluate the risk of progression to CIN2-3 of
women with HR-HPV infection who have minimal (ASC-US, LSIL) or no
cytological abnormalities and to analyze whether different cytological result
implies different risk of progression, with the objective of providing further

evidence that might help to establish the best management for those patients.

PATIENTS AND METHODS
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Study design and case selection

The present study has been conducted at the Colposcopy Unit of the
Hospital Clinic of Barcelona, which represents a hospital based, tertiary care
facility where women with abnormal cytology (ASC, LSIL, or HSIL) and/or HR-
HPV infection detected in the screening programs are referred to. At first visit
all women attending the Unit routinely undergo a complete study including
clinical history, Pap-test, HR-HPV test using Hybrid Capture 2 (HC2), and
digital colposcopy exam. According to standard protocols, all women with
abnormal cytology (ASC-US or higher) or positive result in HPV testing and an
abnormal transformation zone undergo a colposcopy-directed biopsy and/or an
endocervical curettage if the transformation zone is not visible or is only

partially visible.

From all women attending this colposcopy unit from January 2000 to July
2008 due to an abnormal cytology or an HPV infection diagnosed within the
previous 6 months, we prospectively recruited those that fulfilled the following
criteria: 1) positive HR-HPV testing; and 2) Pap smear with normal, ASC-US or

LSIL result.

The following were considered criteria of exclusion: 1) histological
diagnosis of CIN2-3 or carcinoma in the biopsy and/or endocervical curettage;
2) previous history of cervical cancer; 3) previous abnormal Pap smear or HR-
HPV positive result in the 3 years before the enroliment to the study; 4)

previous treatment for CIN2-3 performed within the previous three years.

986 women were eligible for the study. 110 women were excluded

because of a result of CIN2-3 in the biopsy performed at first visit, 15 were
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excluded because previous history of cervical cancer, 182 because of
abnormal Pap smear or HR-HPV positive result between 6 months and 3 years
before the enrollment at the study and 65 because of previous treatment for
CIN2-3 in the 3 years previous to the entrance in the study. Thus, 614 women
were initially included in the study. From these patients, 84 patients were lost to
follow-up, and were consequently excluded. Therefore, 530 patients were

finally included in the analysis.

Patients were grouped according to their cytology result at first visit. In
149 patients a colposcopically directed biopsy (CDB) was performed in the first
visit. Patients with CIN1 biopsy were classified as LSIL regardless the cytology
result (negative, ASC-US or LSIL); those patients with negative biopsy were

classified according to their cytology.

A history of previous cervical lesion or treatment was identified in 58
(10.9%) patients. In all these women the previous lesion was diagnosed more
than three years before the entry in the current study and all of them had had
several normal cytology and/or negative HR-HPV testing in the three years

previous to the enrolment.

Information on HIV status was recorded in 478 (90.2%) of the patients.
Fifty-two (10.9%) women were HIV positive. All patients had been on
antiretroviral therapy since the identification of HIV infection. CD4 cells were
within normal ranges and plasma viral load was not detectable in any of the

women.

The study was approved by the Institutional Ethical Review Board.
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Cytology, colposcopy and HR-HPV testing

The exocervical smear for the cytology was obtained with an Ayre spatula
and the endocervical sample using a cytobrush; Cytology result was evaluated
according to the criteria of Bethesda 2001. (17) Colposcopy was performed
using a colposcope Olympus Evis Exera Il CV-180 (Olympus, Barcelona,
Spain) after preparing the cervix with 3% acetic acid. Colposcopic findings were
described following the criteria of the International Federation for Cervical

Pathology and Colposcopy (Barcelona 2002).

Cervical specimens for HR-HPV testing were collected using the Digene
cervical sampler kit (Digene, Gaithersburg, Maryland). The samples were
stored at -20°C until further processing. HR-HPV detection was performed
using the commercially available HC2 system (Digene). All the samples were
analyzed only for the presence of HR-HPV types (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, and 68). The chemoluminescent reaction is read by a
luminometer, which provides relative quantification of each individual sample
which is compared with the mean of a series of positive controls containing 1.0
pg/mL. This cut-off of 1 relative light unit (RLU) (1.0 pg/mL) was used to
classify a specimen as positive or negative.(18) The RLU value of each

individual sample was recorded.

Follow-up Routine and Treatment Protocol

In all patients the follow-up controls were scheduled every 6 months.
Cytology, HR-HPV test and colposcopy, with colposcopically directed biopsy
(CDB) or endocervical curettage (ECC) if indicated, were performed in each

visit. Indications of CDB or ECC during follow-up were: HSIL result in the Pap
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test or significant worsening in colposcopy pattern or increasing of lesion size.
Patients who developed CIN2-3, or negativize both the cytology and the HR-
HPV test were excluded from the follow-up protocol. All patients with
persistence of HR-HPV test or abnormal cytology were followed-up for a
minimum period of 12 months. Thus, each patient's case had at least two

colposcopy examinations, two Pap tests and two tests for HR-HPV.

Patients were grouped according to their outcome during the follow-up.
Regression was defined as one or more negative results in the Pap test, with a
negative HR-HPV test detection and, if available, a negative result in the
histological diagnosis during follow-up. Persistent cytological or histological
abnormalities (ASC-US or LSIL/CIN1) and /or positive HR-HPV testing were
considered as persistent lesion. We independently analyzed three different
situations: 1) patients having persistent ASC-US or LSIL/CIN1 with positive HR-
HPV; 2) patients having persistent ASC-US or LSIL/CIN1 with negative HR-
HPV detection; 3) patients with normal cytological result but a positive HR-HPV

test.

Progression was defined as a histological diagnosis of CIN2-3 during the
follow-up. All patients who developed a CIN2-3 were treated using loop

electrosurgical excision procedure (LEEP).

Data Analysis

The data were analyzed with SPSS program (SPSS.Inc™ . Version
15.0). The statistical methods used were mostly descriptive. Chi-square or
Fisher exact tests were used as appropriate for comparisons between

categorical variables. ANOVA tests were used for comparisons of quantitative
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variables. The results are presented as absolute numbers and percentages or

median and range.

All the analyses were repeated after stratifying by age (< 35 years-old
versus > 35 years old), viral load (1-10, 10-100, >100 RLU), previous cervical
lesion and HIV status, to evaluate the influence of these factors in the results

and to avoid confusion factors.

The risk of progression and regression in each of the three groups
(normal cytology, ASC-US and LSIL) for each time interval was computed by
dividing the number of cases diagnosed in that interval by the number of
women at risk during that interval. Using Kaplan-Meier methods, we calculated
cumulative incidence rates (CIRs) with 95% confidence intervals for each

interval up to 90.9 months.

RESULTS

From the 530 women recluted for the study, 55 (10.38%) had been
referred for HR-HPV infection, 188 (35.47%) for ASC-US HR-HPV positive and
287 (54,15%) for LSIL. Median age of the overall group was 33.9 (range 15-
74). Table 1 summarizes the age and the median viral load of the patients at

the entry in the study.

The cytological/histological diagnosis at enroliment, after the first visit
were: normal cytology in 117 women (22.1%), ASC-US in 70 (13.2%) and
LSIL/CIN1 in 343 (64.7%). The correlation between the referral diagnoses and

the diagnoses given after the first visit is summarized in Table 2.
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In 149 patients a colposcopically directed biopsy was performed in the
first visit. In 41 cases the biopsy was negative and in 108 cases the biopsy
was diagnostic of CIN1. 38 of the patients with negative biopsy had a normal
cytology and 3 had an ASC-US cytological result. From the 108 patients with
CIN1 biopsy, 5 had a normal cytology, 4 an ASC-US cytological result and 99
a LSIL. All the patients with a CIN1 biopsy was included in the LSIL group.

Median follow-up period was 19.0 (range 6 to 90.9). Forty-seven patients
(8.9%) progressed to a CIN2-3 during follow-up. 199 women (37.6%)
spontaneously regressed and 284 (53.6%) persisted with ASC-US or LSIL/CIN1
and/or HR-HPV positive test. Table 3 shows the final outcome according to the
initial result in the Pap test. There were not differences in the outcomes of those
patients in which a biopsy was performed comparing to the patients with only a
cytology exam. The rate of progression of patients with normal cytology and
HPV infection was 7.9% (Cl 95%: 1.7%-20.8%) and 10.3% (Cl 95%: 5.2%-
18.7%) for those with and without biopsy performed respectively (p 0.695). For
women with ASC-US the rate of progression was 0% (Cl 95%: 0.0%-56.2) and
13.4% (Cl 95%: 7.2%-23.6%) for those with and without biopsy respectively (p
0.49), and for women with LSIL the progression risk was 10.2% (Cl 95%: 5.8%-

17.3%) and 6.8% (Cl 95%: 4.2%-10.8%) (p 0.28).

The overall cumulative incidence rate (CIR) of progression to CIN2-3
according to the initial cytology result is shown in figure 1A. Figure 1B shows the
CIR of regression according to the initial cytology result. No significant
differences in progression or regression rates were observed between the

different groups. In 284 women (53.6%) the lesion persisted at the end of the
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follow-up. From these women with persistent lesions at the end of the follow-up,
in 161 (56.7%) both the cytological alteration and the HR-HPV infection
persisted, 102 (35.9%) had a persistent HR-HPV positive test with negative
cytological result, and 21 (7.4%) showed negative test for HR-HPV and

persistence of ASC-US/LSIL in the cytology.

The risk of progression to high grade lesion according to age at enrolment,
history of previous cervical lesion and HIV status is summarized in Table 4. As
shown in this table, women older than 35 and patients with previous history of
cervical lesion or treatment for CIN showed a significantly higher progression

risk.

The median time to progression to CIN2-3 was 16.4 months (range 5.3-
63.7). No differences in time of progression to CIN2-3 were observed according
to the initial cytological diagnosis (12.5 month for negative, 18.1 for ASC-US
and 17.0 for LSIL respectively; p=0.072). The median time to progression was
shorter for women under 35 than for women above 35 years (13.6 vs. 17.1
months; p=0.026). The median time to negativization was also shorter in young

women (11.9 vs. 14.0 months; p=0.026).

Table 5 shows the outcome after follow-up according to the VL. There was
no relation between viral load as measured with HC2 and risk of progression.
HR-HPV test became negative during the follow up in forty one patients with
normal cytology (41/117; 35.0%), twenty-five patients (25/70; 35.7%) with ASC-
US and 147 patients with LSIL (147/343; 42.9%). Differences were no
significant (p= p 0.236). The mean viral load at enrolment of patients with a

persistent HR-HPV infection during the follow-up was no significantly different
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than the mean viral load of the patients in which the infection regressed (556.4

vs. 499.8; p=0.102).

All the women who progressed to CIN2-3 had an HPV persistent infection.
None of 213 (0%; CI 95%: 0%-1.8%) women becoming negative for HR-HPV
during follow-up progressed to CIN2-3, whereas, 47 out of 317 (14.8%; Cl 95%:
11.3%-19.2%) women who persisted with HR-HPV positive test progressed to

high grade lesion (p<0.001).

DISCUSSION

The most remarkable result of our study was that patients with HR-HPV
infection and mild or no cytological abnormalities showed similar progression
risk during follow-up independently of the cytological result. Interestingly, those
women with HR-HPV infection and normal Pap smears showed progression
rates similar to those with ASC-US or LSIL. Thus, while HR-HPV testing
provides relevant information in women with ASC-US or negative cytology (19),
the cytology result seems not to add valuable information to discriminate the
progression risk of the patients, except for women with HSIL lesions. The
reported evidence on the progression risk of women with normal cytology and
HR-HPV infection is very limited and there is no standardized management for
those women. Most previously published reports on this issue include both HR-
HPV negative and positive women (20), whereas our study includes only HR-

HPV positive women.

In our series, significant differences were found in median viral loads

between the three groups of patients at enrolment, with higher viral loads being

Pagina 84



Tesi doctoral. Marta del Pino Saladrigues

more likely associated with cytological abnormalities. In a previous study by our
group (18), median viral loads were significantly higher in CC and HSIL than in
LSIL or normal cases. Although viral load as measured by HC2 has been
criticized mainly because there is no indication of the number of the cells
collected, [3] several studies have shown this correlation between viral loads
and severity of lesions (21;22). Studies using polymerase chain reaction have
also found similar associations (23;24). It has also been shown that most
women with high viral loads have cervical abnormalities (25). Using semi
quantitative and quantitative approaches, several studies have suggested that
the amount of HR-HPV DNA present in a cervical sample can be of value to
predict prevalent or incident high-grade SIL (23;26-28). Despite those
differences, in our study HR-HPV viral load did not predict the progression risk
neither in the patients with negative cytology nor in those with ASC-US or LSIL.
Although there are discrepant results in the literature regarding the possible
usefulness of HR-HPV viral load, with some reports suggesting that viral load
might be a risk factor for the progression to CIN2-3 and CC, (20;29), most
studies do not find this association (30). Thus, only persistent HR-HPV infection
and probably not viral load is associated with progressive CIN. (20;31-33) Our
data confirm that persistent HR-HPV infection is a key prognostic risk factor of
developing CIN2-3. (19;20;32;33). In our study none of the women who

negativize the HPV infection develop a high grade lesion during the follow-up.

In agreement with other studies that claimed older ages were risk factor
for persistent HPV infection and subsequently development of high grade

cervical lesions (34;35) we find that those women older than 35 years old are at
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high risk of progression than younger women. However, discrepant results have
been reported , some studies did not find any role of age in
progression/regression risk of the women with HPV infection and normal/minor

abnormal cytology (20;36;37).

Interestingly, those women with a history of previous cervical lesion but
having negative controls during the previous three years before the entry in the
study had a higher risk of developing a high grade lesion when they become
HPV positive again compared with women without previously cervical lesion.
This higher risk of progression to CIN2-3 was independent of the cytological
result at enrolment. Data about the long-term risk of CIN recurrence among
women with previous CIN is very limited. The higher risk of developing high
grade lesion or cervical cancer in women previous treated had been reported by
many authors (38-40). Soutter et al reported in a meta-analysis around 2.8
times greater risk of developing invasive disease in those women treated for
CIN compared with naive women (41), without relationship between the year of
publication and the rates of posttreatment invasive cancer (41). Melnikov et al
founded that the risk was associated with initial CIN grade, treatment type, and
age. (38). Today it is accepted that even undergoing active long-term
surveillance, the risk of invasive cervical cancer among these women is about 3-
5 times greater compared with women without previous CIN. (38-42). However,

the optimal length and intensity of surveillance for this group remains unclear.

In this prospective study no differences for progression were found in HIV
patients compared with the immunocompetent women. Despite It has been

recently reported that the risk of CIN is not associated with decreased levels of
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CD4 lymphocytes, duration of HIV infection, use of antiretroviral medication or
plasma HIVL,(43) decreased CD4 lymphocytes, high human immunodeficiency
viral load (HIVL) and HR-HPV infection are considered risk factors for CIN.
(44:;45) In our study all women followed a strict control of the HIV infection and

maintained an adequate immunological status.

There are some possible limitations in this study. The first one is that in
many occasions we found differences between the diagnoses of referral and the
diagnoses at enrollment after first visit. It is well established that the
concordance in the diagnosis of cervical lesions (either cytological or
histological) is about 50%. Many studies reported Kappa index < 0.5 between
pathologists from the same or different institutions. (46-49). Our data agree with
these results.The number of women referred for HPV infection and normal
cytology was expected to be higher than it was. It could be due to the HR-HPV
testing is not establish in all Spanish medicals centers, yet. The addition of the

HPV detection is being gradually implemented in the cervical cancer screening.

The second is about the little amount of women with ASC-US diagnoses
at referral. The reason could be that women with ASC-US cytological result and
HR-HPV negative test are returned to the screening program in their reference
medical centre, not being considered to have higher risk than women with HR-

HPV negative test and normal cytology.

No HPV typing data was available. One of the weaknesses of the HC2
assay is that it does not allow identifying specific HPV types. It has been shown
that certain HR-HPV types, mainly types 16 and 18, are preferentially

associated with cervical neoplasias (50-53). Another possible limitation is that a
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number of our cases underwent a biopsy possibility that the biopsy procedure
might have altered the evolution of the lesion. Nevertheless, there were not
differences in the outcomes of those patients in which a biopsy was performed
comparing to the patients with only a cytology exam. Moreover, studies about
the effect in the natural history of cervical lesions of using both cytology and
histology have shown no effect of biopsy on the short term of the disease.

(54;55)).

In conclusion, our findings suggest that women with HR-HPV infection and
normal cytological result could have the same progression risk than those with
ASC-US or LSIL cytology and probably they should benefit from the same strict
management. Further studies should be conducted in order to assess the
relevance of the HR-HPV infection in patients with normal cytology and to
establish the best management for these patients. Adding HR-HPV detection to
triennial cytology as a screening option for cervical cancer in women aged = 35
years appears to be more cost-effective than conventional cytology alone.
(16;56;57). But, to assure the effectiveness of HPV testing in primary screening,
it would be necessary an efficient policy for the management of women who test
positive for the test, but have negative or minimal changes (ASC-US) in the

cytological result.

Pagina 88



Tesi doctoral. Marta del Pino Saladrigues

Table 1. Age and median viral load of patients at entry in the study according to

their initial cytology. Results in median and range.

Cytology result at enroliment

Negative ASC-US LSIL p
N 117 70 343
Age 33.5 (15-73) 34.1 (15-55) 31.0 (18-74) 0.123

Viral load 156.0 (1.0-2878.2) 347.0( 1.3-2502.3) 702.1 (1.1-5747.3) <0.001
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Table 2. Correlation between referral diagnoses and diagnose given after first

visit (diagnoses at enroliment)

Diagnosis at enroliment

Negative ASC-US LSIL
(n=117) (n=70) (n=343)

Negative n 1 4 40
g %  20.0% 7.3% 72.7%
ASC-
at referral SC-US % 31,4% 21,3% 47,3%
LSIL n 47 26 214
% 16,4% 9,1% 74,6%
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Table 3. Outcomes according to the initial result in Pap test. Results expressed in n (%)
and CI 95%

Diagnoses at enroliment

Outcome after follow-up p
Negative ASC-US LSIL
(n=117) (n=70) (n=343)
44 (37.6%) 22 (31.4%) 133 (38.8%)
Regression 0.40
(29.4%-46.7%) (21.8%-43.0%) (33.8%-44.0%)
62 (563.0%) 39 (55.7%) 183 (563.3%)
Persistence 0.88

(44.0%-61.8%) (44.1%-66.7%) (48.1%-58.6%)

11 (9.4%) 9 (12.9%) 27 (7.9%)
Progression 0.23
(56.3%-16.1%)  (6.9%-22.7%)  (5.5%-11.2%)

(p 0.63)
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Table 4. Age at enrolment, initial cytological result, HIV status and progression risk.

Progression to CIN2-3

n n (%) p
Age at enrolment
<35 334 21 (6.3) 0.006
>35 196 26 (13.3)
Previous cervical lesion
No 472 22 4.7) <0.001
Yes 58 25 (43.1)
HIV status
Negative 426 42 (9.9) 0.252
Positive 52 2 (3.8)
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Table 5. Outcomes according to the initial viral load in HR-HPV detection by HC2.

Results expressed in n (%) and Cl 95%

Outcome after HC2 relative light units

follow-up
1-10 10-100 >100
(n=116) (n=132) (n=290)
_ 49 (42.6%) 42 (33.9%) 108 (37.1%)
Regression

(33.9%-51.7%)

. 60 (52.2%)
Persistence

(43.1%-61.1%)

] 6 (5.2%)
Progression

(2.4%-10.9%)

(26.1%-42.6%)

67 (54.0%)

(45.3%-62.6%)

15 (12.1%)

(7.5%-19.0%)

(31.8%-42.8%)

157 (54.0%)

(48.2%-59.6%)

26 (8.9%)

(6.2%-12.8%)

(p 0.34)
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Original Article

p16"™** Immunostaining Identifies Occult CIN
Lesions in HPV-positive Women

Jaume Ordi, m.p., Sonia Garcia, m.D., Marta del Pino, m.p., Stefania Landolfi, MmD,,
Immaculada Alonso, m.p., Lloreng Quintod, m.p., and Aureli Torné, m.p.

Summary: To evaluate whether pl16™%* staining could help to recognize under-
estimated cervical intraepithelial neoplasia (CIN) in women positive for high-risk
human papillomavirus (HR-HPV) with negative biopsy. Out of 1,259 women
undergoing a histologic study and a simultaneous HR-HPV detection using the Hybrid
Capture 2 test, we selected all patients testing positive for HR-HPV and having a
negative biopsy (n=139), as well as all women testing negative for HR-HPV with a
biopsy of either CIN 1 (26 cases) or CIN 2 to 3 (11 cases). Of the remaining 1,083
women, we randomly selected for the purpose of controls, 50 cases negative for HR-
HPYV with negative biopsy and 100 cases positive for HR-HPV and with bio&s}g of CIN
(50 CIN 1, 50 CIN 2-3). In all cases, immunohistochemical staining for p16"™*4* and a
second evaluation of the initial biopsy was carried out. Thirty-four out of 139 biopsies
(24.5%) testing positive for HR-HPV but having a negative biopsy were positive for
p16™%% Thirty of these cases (21.6%) were classified as harboring a CIN (11 CIN 1, 19
CIN 2/3) after reevaluation. Both the number of cases reclassified as CIN of any grade,
or as CIN 2/3, were significantly higher for cases with HR-HPV load above 100 relative
light unit (P<0.005). Particular attention should be paid to biopsies from patients
having positive Hybrid Capture 2. The risk of harboring undetected CIN of any type or
CIN 2/3 is significantly higher for patients with high HR-HPV load. Immunostaining
with pl6™%4 should be considered as a highly desirable addition to the histologic
evaluation of cervical biopsy specimens in HR-HPV—positive women. Key Words:

CIN—pl6—Human papillomavirus.

The diagnosis of cervical intraepithelial neoplasia
(CIN) relies on the identification of well-described
morphologic features in the cervical biopsy, which is
considered the gold standard for the diagnosis of
premalignant lesions (1). According to current pro-
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tocols, all lesions diagnosed CIN 2 or 3 should be
treated due to their risk of progression to invasive
carcinoma (2). Nevertheless, it has been repeatedly
shown that the histologic diagnosis of CIN is affected
by significant rates of discordance among patholo-
gists (3-5). Several conditions such as atrophy,
immature squamous metaplasia, severe inflammation
with reactive epithelial changes, small representation
of CIN lesions, and ecosinophilic dysplasia (6) are
particularly prone to cause difficulty to the histologic
diagnosis (3).

High-risk human papillomaviruses (HR-HPVs) are
consistently associated with premalignant and malig-
nant lesions of the uterine cervix (7,8). Molecular
techniques to detect HPV are thus increasingly being
used to improve the results of conventional strategies
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of triage. HR-HPYV testing by Digene Hybrid Capture
2 (HC2), a Food and Drug Administration-approved
test, is widely used in the clinical management of
cervical lesions because of its high sensitivity, which
makes the test extremely useful for screening and
triage (8—10). However, the low specificity of HC2
and of molecular techniques of HPV detection, in
general, reduces their usefulness for particular cases
(9,10).

Recent studies have shown that all HPV-associated
carcinomas and their precursors show a strong
overexpression of pl6"™%4* as a consequence of the
functional inactivation of pRb by the viral E7 (11—
13). In recent years, pl16"™** has been successfully
demonstrated to be a sensitive and specific marker of
HPV-associated carcinomas and CIN (12-18). It has
been suggested that staining for this biomarker could
help to identify more precisely CIN in tissue sections,
and therefore reduce variation in interpretation of
cervical lesions (13).

The usefulness of pl in reducing interobser-
ver variability, particularly its capacity to detect small
foci of CIN, and the close relationship between HR-
HPYV infection and CIN, led us to study a series of
cervical lesions having either positive HPV DNA
testing with negative simultaneous biopsy or negative
HPV DNA testing with biopsy result of CIN. In the
study, we evaluated whether the ability of pl6™K4
staining to precisely identify premalignant and
malignant HPV-associated lesions could help in
recognizing underestimated or overestimated CIN
lesions, which may have a clinical impact in the
management of cervical disease.

6INK4a

PATIENTS AND METHODS

Study Design and Case Selection

The files of the pathology department at the
hospital clinic were reviewed, looking for all women
who had had a histologic study (colposcopically
directed biopsy or endocervical curettage) and a
concurrent HR-HPV detection using the HC2 test
taken during the same visit. Thus, from December
1999 to March 2005, 1,259 women were identified.
All women had been referred to the colposcopy clinic
due to abnormal cytology (atypical squamous cells of
any type, atypical glandular cells, or squamous
intraepithelial lesions of any grade) in the 6 months
before the admission.

The original diagnoses were established using pure
morphologic criteria in hematoxylin and eosin-

stained sections, without knowledge of HPV status.
In all, 416 were negative, 309 had a CIN 1, 489 had a
CIN 2/3, and 45 an adenocarcinoma in situ. All
biopsies had been evaluated by the same pathologist
(Jaume Ordi).

Patients were classified in the following groups
according to both HR-HPYV test and biopsy results.
Three hundred seventy-seven women were found to
have a negative HR-HPV test with coincident
negative biopsy. Seven hundred and six women
had a positive HR-HPV test and a biopsy of CIN
(283 CIN 1, 423 CIN 2/3). One hundred thirty-nine
patients tested positive for HR-HPV and had a
simultancous negative biopsy. Thirty-seven women
tested negative for HR-HPV and had a biopsy of
CIN (26 CIN 1, 11 CIN 2/3).

The following study groups were selected from
these women: 1) all patients (n = 139) testing positive
for HR-HPV who had a simultancous negative
biopsy; 2) all women (n=26) testing negative for
HR-HPV and having a simultaneous biopsy of CIN
I; and 3) all women (n=11) testing negative for HR-
HPV and having a simultaneous biopsy of CIN 2 to
3. Of the remaining 1,083 women, the following
groups were selected as controls: 1) 50 cases
randomly chosen from the 377 women negative for
HR-HPV and with negative biopsy; 2) 50 cases
randomly selected from the 283 women positive for
HR-HPV and with biopsy of CIN 1; and 3) 50 cases
randomly selected from the 423 women positive for
HR-HPV and with biopsy of CIN 2 to 3. Table 1
shows the mean age and HR-HPYV viral load of the
6 study groups.

In all study groups, immunohistochemical staining
for pl6"™¥* was performed. Thereafter, a second
evaluation was conducted in all cases. In this
evaluation, after assessing and scoring the p16™¢4.
stained slides, a revision of the initial routinely
processed hematoxylin and eosin slides was con-
ducted and a final diagnosis was achieved. This final
evaluation was conducted by 2 observers (Stefania
Landolfi and Jaume Ordi).

Immunohistochemical Detection of p16'™%4
Immunohistochemical studies were performed
with the automated immunohistochemical system
TechMate 500 (Dako Co, Carpinteria, CA), using
the EnVision system (Dako). pl6"™%4" was detected
using the CINtec histology kit (clone E6H4, mtm
Laboratories, Heidelberg, Germany) following the
manufacturer’s protocol. In each series, a negative
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TABLE 1. Mean age+SD and HR-HPV viral load of the 6 study groups

Age HR-HPYV viral load

Study group (HR-HPV status/initial biopsy) n Mean+SD Range Mean +SD Range
Group A (HR-HPV -+ /negative) 139 36.9+11.6 16-84 350.94609.7 1.1-2951.3
Group B (HR-HPV —/CIN 1) 26 33.8+84 19-50 — —
Group C (HR-HPV —/CIN 2/3) 11 45.8+11.0 34-69 — —
Group D (HR-HPV —/negative) 50 314493 17-58 — —
Group E (HR-HPV +/CIN 1) 50 31.4+11.2 16-72 974.6+985.5 1.1-2765.3
Group F (HR-HPV + /CIN 2/3) 50 39.3+11.6 21-76 622.74724.2 12.9-3132.3

CIN indicates cervical intraepithelial neoplasia; HR-HPV, high-risk human papillomavirus.

control (omission of the primary antibody), and a
positive control consisting of a CIN 3 were included.
Staining was scored as negative, focal, or diffuse on
the basis of nuclear and/or cytoplasmic staining.
Cytoplasmic staining or reactivity in rare isolated
cells (<5%) was considered as negative. Positivity
was scored as diffuse when all basal and suprabasal
cells in an area stained positive, and focal for cases
with either focal staining of basal cells or any type of
staining in suprabasal layers was present (19).

HPYV Testing

Cervical specimens for HPV testing were collected
using the Digene cervical sampler kit (Digene,
Gaithersburg, MD). The samples were stored at
—20°C until further processing. HPV detection was
performed using the commercially available HC2
system (Digene). All the samples were analyzed only
for the presence of HR-HPV types (16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, and 68). The chemolumi-
nescent reaction is read by a luminometer, which
provides relative quantification of each individual
sample compared with the mean of a series of positive
controls containing 1.0 pg/mL. This cut off of 1
relative light unit (RLU) (1.0 pg/mL) was used to

classify a specimen as positive or negative (10). The
RLU value of each individual sample was recorded.

Treatment Protocol and Follow-up Routine

All women with histologic diagnosis of CIN 2 to 3
were treated. Cases of CIN 1 were also treated when
one or more of the following criteria were present:
large size, positive endocervical curettage, long-time
persistence (at least 2 yr), or age above 40 years. All
treatments were performed using loop electrosurgical
excision procedure (LEEP).

All patients with biopsy diagnosis of CIN 1 and/or
positive for HR-HPV and negative biopsy underwent
follow-up controls that were scheduled every 6
months. Cytology and colposcopy with directed
biopsy when abnormalities were detected were
performed in each visit and HR-HPV test once a
year. Patients were followed-up until negativization
or fulfillment of the criteria of treatment.

Data Analysis

Data were analyzed with the program STATA
(Version 9.0, StataCorp 2005, College Station, TX).
Chi-square tests or Fisher exact tests were used as
appropriate for comparisons between categorical

TABLE 2. Results of p16™ * immunostaining in the 6 study groups

pl6™X4immunostaining

Negative Focal Diffuse
Study group (HR-HPV status/initial biopsy diagnosis) n n (%) n (%) n (%)
Group A (HR-HPV + /negative) 139 105 (76) 10 (7) 24 (17)
Group B (HR-HPV —/CIN 1) 26 20 (77) 5(19) 1 (4)
Group C (HR-HPV —/CIN 2/3) 11 0 (0) 0 (0) 11 (100)
Group D (HR-HPV —/negative) 50 46 (92) 4 (8) 0 (0)
Group E (HR-HPV + /CIN 1) 50 11 (22) 18 (36) 21 (42)
Group F (HR-HPV + /CIN 2/3) 50 0 (0) 1(2) 49 (98)

CIN indicates cervical intraepithelial neoplasia; HR-HPV, high-risk human papillomavirus.
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TABLE 3. pI6™% immunostaining categories, final diagnosis after slide review in the group of cases positive for HR-HPV but
with negative initial biopsy

Biopsy final evaluation

P16k n No lesion (n=107) CIN | (n=13) CIN 2/3 (n=19) P

Negative 105 103 (98%) 2 (2%) 0 (0%) <0.001
Focal 10 4 (40%) 6 (60%) 0 (0%) <0.001
Diffuse 24 0 (0%) 5(21%) 19 (79%) <0.001

CIN indicates cervical intraepithelial neoplasia; HR-HPV, high-risk human papillomavirus.

variables. Agreement between final biopsy evaluation
and pl6™K* was evaluated using the weighted «
statistic.

RESULTS

The results of pl16"™**" immunostaining in the 6

study groups are shown in Table 2. Thirty-four out of
139 biopsies (24.5%) from group A (positive HR-
HPV and negative initial biopsy) were positive for
pl6™K4 Table 3 shows pl16™** immunostaining
categories and the final diagnoses after slide review in
group A. After the second evaluation, 30 of these 34
(88.2%) pl6"™ K4 positive cases were reclassified as
harboring a CIN (11 as CIN 1 and 19 as CIN 2/3, one
of them associated to adenocarcinoma in situ) due to
the recognition of definite nuclear abnormalities.
Thus, 21.6% of cases were reclassified as CIN after
pl6™K 4 staining, with 13.7% being reclassified as
CIN 2/3. Reclassification as CIN was performed in
23/112 colposcopically directed biopsies (20.5%) and
in 7/27 endocervical curettages (25.9%) (P=NS).
The original referral cytologic diagnoses of cases
from group A are shown in Table 4. The cause of the
underdiagnosis in the initial evaluation was, in 22/30
cases, a small lesion missed in the routine observation
(Fig. 1). In 5 of these 22 cases a marked cervicitis
contributed to obscure the lesion (Fig. 2). The other 8
cases were reclassified as eosinophilic variant of CIN
2 that were underrecognized in the initial evaluation

TABLE 4. Referral original cytologic diagnoses in the group
of cases positive for HR-HPV but with negative initial biopsy

Biopsy final evaluation

Referral cytology  No lesion (%) CIN 1 (%) CIN 2/3 (%)
ASC (n=54) 44 (82) 509 509)
L-SIL (n=66) 55 (83) 7(11) 4 (6)
H-SIL (n=19) 8 (42) 1(5) 10 (53)

ASC indicates atypical squamous cells; CIN, cervical intra-
epithelial neoplasia; H-SIL, high-grade squamous intraepithelial
lesion; HR-HPV, high-risk human papillomavirus; L-SIL, low-
grade squamous intraepithelial lesion.

(Fig. 3). The number of cases reclassified as CIN of
any grade was significantly higher in cases having
HR-HPYV load above 100 RLU than in cases having
HR-HPYV load below 100 RLU (32.8% [21/64] vs.
12% [9/75]; P<0.001). Also, the number of cases
reclassified as CIN 2/3 was significantly higher in
cases having HR-HPYV load above 100 RLU than in
cases having HR-HPYV load below 100 RLU (20.3%
[13/64] vs. 8% [6/75]; P<0.05). No case negative for
pl6™X 4 was found to have CIN.

The results of pl16™%* immunostaining in the
cases negative for HR-HPV with positive initial
biopsy (groups B and C) are provided in Table 5.
All 11 biopsies diagnosed as CIN 2/3 had intense
staining for p16™%** and none of them were down-
graded in the second observation. Four cases initially
diagnosed as CIN 1, all of them negative for pl6,
were reclassified as negative in the final evaluation
and in 22 cases the initial diagnosis of CIN 1 was
maintained in the final evaluation. pl16™%* was
scored negative in 72.7% of CIN 1 lesions negative
for HR-HPV, and only 4.5% showed a strong
staining. In contrast, pl6"™%%" was negative in only
22% of CIN 1 lesions positive for HR-HPV and
showed a strong reactivity in 42% of them
(P<0.001).

All cases from control group D (negative biopsy,
negative HR-HPV) were either completely negative
or showed only focal pl6™%* immunostaining. In
contrast, all biopsies from control group F (CIN 2/3,
positive for HR-HPV) were positive for pl16™K42,
with 98% showing diffuse and strong staining.
Seventy-eight percent of the biopsies from group E
(CIN 1, positive HR-HPV) were positive for p16™K4
but only 42% showed a diffuse positivity. The second
evaluation confirmed the initial diagnosis in all cases
from groups D to F.

Table 6 shows the results of pl6™ 4 immuno-
staining in all cases of the study.

In all women from groups C and F the diagnosis of
CIN 2 to 3 was confirmed in the LEEP specimen.
Women with CIN 2 to 3 (groups C and F) were
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FIG. 1. A and B, Diffuse strong pl6"~** immunostaining in a
minimally represented cervical intraepithelial neoplasia (CIN) 2
lesion initially not recognized. C, Higher magnification shows the
nuclear changes characteristic of a CIN 2.

significantly older than women from the other groups
(P=0.001), but no differences were observed between
women from groups C and F. In all patients from
group B, the lesion regressed during follow-up. In
group E, 12 women fulfilled criteria for treatment

Int J Gynecol Pathol, Vol. 28, No. 1, January 2009

during follow-up; the LEEP specimen showed a CIN
2 to 3 in 3 (25%). In women of group A, 16/19
(84.2%) diagnosed of CIN 2 to 3 in the revision, 3/13
(23.1%) patients with CIN 1 in the revision, and
10/107 (9.3%) diagnosed as negative in the revision
developed a CIN 2 to 3 confirmed by LEEP during
follow-up.

DISCUSSION

The most remarkable result of our study was that
21.6% of cases with initial negative biopsy but
concurrently positive for HR-HPV, were reclassified
as harboring a CIN after pl6"™ % staining. It is
particularly noteworthy that 55.9% of them (13.7%
of the overall group) were reclassified as CIN 2/3,
thus having required treatment if properly diagnosed.
Indeed, in 84.2% of them CIN 2 to 3 was detected
during follow-up. Although pl16™%%" staining was
the key to the diagnosis, the presence of the lesion
was confirmed by the recognition of definite nuclear
abnormalities on hematoxylin and eosin-stained
slides in all cases. p16"™%%" staining was the clue that
directed the pathologist’s attention to the intensely
stained areas in the slides, thus allowing the
identification of previously unidentified areas of
CIN (13). CIN lesions were missed in the initial
evaluation due to the small representation, which in
some cases were further obscured by severe inflam-
mation. Eosinophilic variant of CIN 2, a recently
recognized type of cervical neoplasia with morpho-
logic characteristics of both cervical squamous
dysplasia and metaplasia (6), was the third cause of
missed lesion in the initial evaluation.

There is some controversy about using histopathol-
ogy as the gold standard for cervical lesions because
of disagreement between pathologists’ over diagnoses
(3-5), but recent studies have shown that diagnostic
agreement is higher for high-grade lesions, suggesting
that disagreement has little effect on treatment
decisions (4,5). Our results indicate that histopathol-
ogy has a notable risk of missing high-grade lesions.
As the primary goal in the assessment of biopsy
specimens is an accurate identification of lesions that
are at high risk for progression to invasive carcinoma,
pl6™X4 immunostaining should be considered as a
highly desirable addition to the histologic evaluation
or cervical biopsy specimens.

HR-HPYV testing by Digene Hybrid Capture (HC2)
is widely used in the management of cervical
pathology because of the high sensitivity of the test
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FIG. 2. A, Diffuse strong p16™** immunostaining in a cervical intraepithelial neoplasia (CIN) 3 lesion initially not recognized due to scant
representation. Severe inflammation contributed to the missed diagnosis. B, Hematoxylin and eosin staining of the CIN 3 area.

(8-10). However, HC2 has shown a relative low
specificity and positive predictive values (9,10), with
figures close to 80% to 90% in studies of primary
screening (20,21), and around 50% in reports which
included only women attending a colposcopy clinic or
cases of atypical squamous cells of unknown sig-

nificance (9). In fact, it is known that a significant
number of HPV infections regress spontaneously (22)
and that HR-HPV DNA may persist some time after
the disappearance of the morphologic changes. Thus,
it is generally considered that HC2 is of limited
diagnostic value for particular cases (9,10). Our

FIG. 3. A, Diffuse strong pl6™%*" immunostaining in a cervical intraepithelial neoplasia (CIN) 2 of eosinophilic type, initially not

recognized. B, Hematoxylin and eosin staining of the CIN 2 area.

Int J Gynecol Pathol, Vol. 28, No. 1, January 2009



96 J. ORDI ET AL.

TABLE 5. Results of p16™ * immunostaining in the cases negative for HR-HPV with positive initial biopsy

Biopsy final evaluation

pleMNKa n No lesion (n=4) CIN 1 (n=22) CIN 2/3 (n=11) P
Negative 20 4 (20%) 16 (80%) 0 (0%) <0.001
Focal 5 0 (0%) 5 (100%) 0 (0%) Not significant
Diffuse 12 0 (0%) 1 (8%) 11 (92%) <0.001

CIN indicates cervical intraepithelial neoplasia; HR-HPV, high-risk human papillomavirus.

results indicate that special attention should be paid
to patients showing positive HC2. It is worth noting
that the risk of harboring an undetected CIN of any
type or a CIN 2/3 was significantly higher when HR-
HPYV load was higher than 100 RLU (23).

In recent years, immunohistochemical expression
of p16™X 4 has been proposed as a biomarker that
would allow unambiguous identification of truly
dysplastic and neoplastic cells in the uterine cervix
(12,13). The relationship between overexpression of
pl6™X4 and HPV-related premalignant and malig-
nant lesions has also been shown in other settings
such as the vulva (24,25), penis (26), anus (27), tonsil
(28), and rinosinusal cavities (29). In the uterine
cervix, p16"™%* has successfully been shown to be a
sensitive and specific marker for both squamous and
glandular lesions of the cervical mucosa (14,15), with a
better predictive value than HPV DNA testing for
high-grade lesions (3,12,16-18). It has also been shown
that p16™5*" staining can help reduce interobserver
variation in the histopathologic interpretation of
cervical specimens (3,13). In our study, 99% of cases
of CIN 2/3, but none of the negative biopsies, showed
strong and diffuse reactivity for p16"™ % Our results
are thus in keeping with previously published studies
and stress the usefulness of p16'™** as a sensitive and
specific biomarker for cervical premalignant lesions.
Focal staining was less specific, with 5% of the negative
biopsies, 35% of CIN 1, and 1% of CIN 2/3 showing
this type of reactivity.

In the present series, immunostaining for p16'™k4
was scored positive in 66% of CIN 1 lesions, but only
in 32% of the cases was the staining diffuse.

Interestingly, 72% of CIN 1 biopsies concurrently
negative for HR-HPV were negative for p16"™~%4* and
only 4% showed a diffuse reaction. In contrast, only
22% of CIN 1 lesions positive for HR-HPV were
negative for pl6™%* and 42% showed diffuse
staining, these differences being statistically signifi-
cant. This indicates that CIN 1 lesions associated to
low-risk HPV tend to be negative for pl6™K4* and
that the use of p16™*** immunohistochemistry may
identify low-grade cervical lesions with increased risk
for progression to high-grade precancer or invasive
lesions. It has been shown that, as observed in our
series, not all HR-HPYV associated low-grade CIN are
pl6™K4 positive, and regression is possible in over
60%, but low-grade CIN cases with diffuse p16™%4
staining have a higher tendency to progress to high-
grade lesions than p16™%%*_negative cases (30).

Finally, all 11 cases diagnosed as CIN 2/3 but
negative for HR-HPV showed a diffuse reaction for
pl16™K4 and none of them was reclassified in the
second observation. It is noteworthy that although
HC2, and most routinely used HPV tests, is highly
sensitive, around 5% to 10% of cases of histologi-
cally proved CIN 2 to 3 are negative for HR-HPV
with the test. The strong overexpression of p16'™<4
observed in these cases suggests that they are actually
HPV-associated CIN. Other HR-HPV types not
detected by the test, or other technical problems,
may be the cause of this negative result.

In conclusion, our results indicate that particular
attention should be paid to biopsies from patients
having positive HC2 due to the risk of missing a hidden
CIN 2 to 3 lesions. This risk is particularly high for

TABLE 6. pI6""** immunostaining in all cases of the study grouped according to the final diagnosis (weighted  value: 0.7813,
substantial agreement, P<001)

pl6lNK4a(o/0)

Biopsy final evaluation N (326) Negative (n=182) Focal (n=38) Diffuse (n=106)
No lesion 161 153 (95%) 8 (5%) 0 (0%)
CIN 1 85 29 (34%) 29 (34%) 27 (32%)
CIN 2/3 80 0 (0%) 1 (1%) 79 (99%)

CIN indicates cervical intraepithelial neoplasia; HR-HPV, high-risk human papillomavirus.
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patients with high HR-HPV load. In these cases,

immunostaining with pl

6'™K4 should be considered

as a highly desirable addition to the routine histologic
evaluation of cervical biopsy specimens.
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Marta DEL PINO, MD; Sonia GARCIA , MD; Victoria FUSTE, MD: Immaculada

ALONSO, MD; Pere FUSTE, MD; Aureli TORNE, MD; Jaume ORDI, MD

ABSTRACT

OBJECTIVE: To evaluate the usefulness of p16"*? staining to classify CIN1
according to its progression/regression risk.

STUDY DESIGN: Patients with a histological diagnosis of CIN1 were prospectively

6'N*4a ayaluation

recruited (n=138). Simultaneous detection of HR-HPV, and p1
were performed. Follow-up was conducted every 6 months by cytology and
colposcopy, and annually by HR-HPV testing, for at least 12 months (mean 29.0).
Progression was defined as a histological diagnosis of CIN2-3, regression as a
negative cytology and HR-HPV, and persistence as a cytological result of LSIL and
/or a positive test for HR-HPV.

RESULTS: Progression was observed in 14 women (10.1%); 66 (47.6%)

INK4a
6

regressed, and 58 (42.0%) had a persistent disease. p1 was positive in 77

(55.8%) initial biopsies. Progression to CIN2-3 was identified in 14/77 (18.2%)

women with positive and 0/61 (0.00%) with negative p16""*

immunostaining
(p<0.001).
CONCLUSIONS: p16™“@ negative CIN1 lesions rarely progress and may benefit

from a less intensive follow-up.
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INTRODUCTION

Although almost all carcinomas of the uterine cervix are derived from
intraepithelial neoplasias,’ only a minority of these lesions progress to cervical
cancer 2. High-grade squamous intraepithelial lesions (HSIL), which include
cervical intraepithelial neoplasia grades 2 and 3 (CIN2-3), are considered the
immediate precursors to cervical cancer due to the relatively high risk of them
developing into cervical carcinoma.' Accordingly, excisional treatment is the
standard way to manage these lesions. In contrast, low-grade squamous
intraepithelial lesions (LSIL) and their histological counterpart CIN1, frequently
regress spontaneously in 1-2 years and rarely progress to CIN2/3 and cervical
cancer. Thus, an observational strategy is the current approach to managing these
lesions.® Nevertheless, 10-15% of LSIL/CIN1 lesions progress to CIN2/3. *7

The known clinical and histological characteristics have a low predictive value
regarding the outcome of the CIN1 lesions, and are not useful in distinguishing
those which will persist or progress from those that will probably regress. High-risk
human papillomaviruses (HR-HPV), which are known to be the cause of almost all
cervical carcinomas, are detected in approximately 85% of LSIL/CIN1 lesions, thus
adding little prognostic information to the histological and cytological diagnosis. ®
Therefore, the diagnosis of LSIL/CIN1 results in a high number of patients
subjected to a strict follow-up, most of which will completely regress. Being able to
identify those LSIL/CIN1 lesions more likely to progress or regress would represent
a major contribution to the clinical management of the patients with cervical

pathology. 2
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p16™*? has recently been proposed as a biomarker for cervical lesions,
clearly improving the histological evaluation of cervical intraepithelial neoplasia and
carcinomas. ? p16™““ over-expression, which indicates an early interference of the
10-12

viral oncoproteins with cellular proteins involved in cell-cycle regulation, is

detected in almost all high-grade lesions, whereas reactive conditions such as
metaplasia are reported to be negative or show only sporadic staining. "> In
contrast with the consistent positive staining of CIN2-3 lesions, CIN1 show a
marked variability in their staining, with some lesions being positive and others
showing a negative reaction. Nevertheless, it is not known whether this

6INK4a

immunohistochemical variability in p1 staining could also provide information

on the evolution of LSIL/CIN1 lesions.

The aim of this study was to evaluate the potential usefulness of p16™“?

asa
prognostic marker of progression and regression in a series of prospectively
recruited patients with biopsy proven CIN1, followed-up at least 12 months later by

colposcopy, cytology and HR-HPV analysis.

PATIENTS AND METHODS

Study design and case selection

For our study, our cases were selected from patients attending the colposcopy in
clinic of the Hospital Clinic from January 2003 to October 2007 due to abnormal
cytology (atypical squamous cells [ASC] of any type or SIL of any grade). We
prospectively recruited women with a diagnosis of CIN1 based on a histological

study (colposcopically directed biopsy [CDB] or endocervical curettage [ECC]) that
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fulfilled the following criteria of inclusion: 1) A cervical cytology (Pap test) as well as
a HR-HPV test taken concurrently with the biopsy procedure; 2) representative
CIN1 lesion available for immunohistochemical study in the paraffin block of the
biopsy material; and 3) follow-up data including at least colposcopy and cytology
every 6 months and HR-HPV detection every 12 months, for a minimum of 12

months. The study was approved by the Institutional Ethical Review Board.

Histological Evaluation

The histological slides, routinely stained with hematoxylin and eosin (H&E),
from all the cases were reviewed by one of the authors (J.O.) to confirm the
presence or absence of CIN. The histological diagnoses were established using
pure morphologic criteria based on H&E stained sections, without knowledge of
HPV status or the cytology result. In all histological specimens, two new serial
sections were performed. In one of them, a new H&E staining was done to confirm
the presence of CIN lesion. In the second section, an immunohistochemical

staining for p16™"“® was performed.

Immunohistochemical Detection of p16™"*?

Immunohistochemical studies were performed with the automated
immunohistochemical system Tech-Mate 500 (Dako Co, Carpinteria, California),
using the EnVision system (Dako). p16™“? was detected using the CINTec®
histology kit (clone E6H4, mtm Laboratories, Heidelberg, Germany) following the
manufacturer’s protocol. In each series a negative control, consisting of a normal

cervix, and a positive control, consisting of a CIN3, were included. Staining was
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scored as negative, focal, or diffuse on the basis of nuclear and/or cytoplasmic
staining. Cases with complete absence of p16™*? staining were defined as
negative. The immunostaining was scored as focal when either discontinuous
staining of isolated basal cells, or any type of staining in superficial and/or
suprabasal layers, were detected. Diffuse staining was defined as continuous
staining of the basal and suprabasal cells in an area, independently of whether
superficial cells of the squamous epithelium were stained or not. '° Although all
types of positivity were recorded, only diffuse staining was considered a positive

reaction.

HPV Testing

Cervical specimens for HPV testing were collected using the Digene cervical
sampler kit (Digene, Gaithersburg, Maryland). The samples were stored at -20°C
until further processing. HPV detection was performed using the commercially
available HC2 system (Digene). All the samples were analyzed only for the
presence of HR-HPV types (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, and 68).
The chemoluminescent reaction is read by a luminometer, which provides relative
qguantification of each individual sample, compared with the mean of a series of
positive controls containing 1.0 pg/mL. This cut-off of 1 relative light unit (RLU) (1.0
pg/mL) was used to classify a specimen as positive or negative.’” The RLU value

of each individual sample was recorded.

Treatment Protocol and Follow-up Routine
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In all patients the follow-up visits were scheduled every 6 months. Cytology
and colposcopy, with CDB or ECC if indicated, were performed in each visit. HR-
HPV test was done every 12 months. A second CDB was performed during follow-
up in the case of an HSIL result in the Pap control test or in the case of a
significant worsening in colposcopy pattern or increase of lesion size. All patients
were followed-up for a minimum period of 12 months. Thus, in each patient’s case
at least two colposcopy examinations, two Pap tests and one test for HR-HPV
were done in the follow-up. Patients were excluded from the follow-up protocol
after a diagnosis of CIN2/3, or after two consecutive follow-up examinations with a
negative result in both the cytology and HR-HPV test.

Patients were grouped according to their outcome during the follow-up.
Regression was defined as one or more negative results in the Pap test, with a
negative HR-HPV test detection and, if available, a negative result in the
histological diagnosis during follow-up. Persistent LSIL/CIN1 was diagnosed on the
basis of either one or more cytologies of LSIL and/or a CIN1 diagnosis in a CDB or
ECC, or persistence of a positive HR-HVP test detection. We independently
analyzed three different situations: 1) Patients having persistent LSIL/CIN1 in the
cytology or biopsy with positive detection of HR-HPV; 2) Patients having persistent
LSIL/CIN1 in the Pap test or biopsy with negative HR-HPV detection; 3) Patients
with normal cytological result but HR-HPV persistence.

Progression was defined as the appearance of a histologically confirmed
high-grade lesion (CIN2/3) during the follow-up, independent from the cytological
and virological result. Patients who developed a CIN2/3 were treated using loop

electrosurgical excision procedure (LEEP).
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Data Analysis

The data was analyzed with the program SPSS (Version 16.0). Chi-square
tests or Fisher exact tests were used as and when appropriate for comparisons
between categorical variables. The efficacy of clinical, virological or
immunohistochemical parameters for the diagnosis of progression to CIN2-3 were

evaluated as sensitivity, specificity and positive and negative predictive values.

RESULTS

During the study period, 155 patients had a biopsy specimen with a histological
diagnosis of CIN1 and they were all initially included in the study. Fourteen patients
were lost to the follow-up, and consequently were excluded. Three cases were
excluded because the CIN1 lesion had disappeared in the new sections for
immunohistochemical staining. Therefore, 138 patients with a CIN1 biopsy were
finally included in the study. HR-HPV was positive at recruitment in 129 women
(93.5%). Concurrent cytology results at entry were HSIL in 2 women (1.4%), LSIL in
105 (76.1%), atypical squamous cells of unknown significance (ASC-US) in 15
(10.9%) and negative in 16 (11.6%). Mean follow-up period was 29.0 £ 16.2 months

(range 12 to 60).

From these 138 patients, 14 (10.1%) progressed to a CIN2-3. The average
time of progression was 23.6 + 9.3 months. Sixty-six women (47.6%)
spontaneously regressed and 58 (42.0%) persisted with LSIL and/or HR-HPV
positive test. From the women in which either the cytological lesion or the HR-HPV

infection persisted, twenty-eight (20.3%) showed persistence of both cytological
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LSIL and HR-HPV positive test, 25 (18.1%) had a persistent HR-HPV positive test
with negative cytological result, and 5 (3.6%) showed negative test for HR-HPV
and persistence of LSIL in the cytology. Table 1 summarizes the age, number of
positive results for HR-HPV and viral loads, and the Pap test result of the patients
at the entry in the study, according to the different outcomes. No significant
differences were observed between the different groups either for age (p=0.608),
or for HR-HPV load (p=0.318). None of the women initially negative for HR-HPV
progressed to CIN2-3.

The results of p16™“2

staining in the initial biopsy and the final outcome after
follow-up are presented in table 2. Overall, a diffuse staining for p16'™"@ was
detected in 77 (65.8%) of the cases; 33 (42.8%) of these cases regressed, 30
(40.0%) persisted and 14 (18.2%) progressed to CIN2-3. Thus, all patients
showing progression to CIN2-3 showed a diffuse staining in the initial biopsy. Out
of the 61 cases (44.2%) with either negative or focal result, 33 (54.1%) regressed,
and 28 (45.9%) persisted, none of them progressing to CIN2-3. Positive staining

INK4a
6

for p1 was observed in 1/9 (11.1%) women negative for HR-HPV and in

76/129 (568.9%) women positive for HR-HPV (p=0.01). A diffuse staining for

6N was observed in all 14 cases that progressed to CIN2-3. Figure 1 shows

p1
the histological features as well as p16"**? staining both in the initial and in the
final biopsy of one of the women who progressed to CIN2-3. A second biopsy was
performed in 15 women showing persistence of cytological LSIL and/or HR-HPV

positive test. Histological CIN1 was diagnosed in 9 of them, 7 of which showed a

diffuse staining for p16™*“@. A second biopsy during follow-up was obtained in 4
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women who regressed:; in all these biopsies p16"“*® was negative. Figure 2

illustrates the histological features as well as p16™"“®

staining both in the initial and
in the final biopsy of one of the women who regressed to a normal cervical

epithelium.

Table 3 shows the risk of progression to CIN2/3 according to age, initial HR-
HPV load determined by HC2 (in RLU), cytology result and p16'™4?
immunostaining. The sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV) and
negative predictive value (NPV) for progression of positive staining for p16"4?
were 100 (74.7; 100); 49.2 (26.7; 71.7 ); 18.2 (0; 77.8); and 100 (84.3; 100)

respectively.

DISCUSSION

The most remarkable result of our study was that all CIN1 biopsies from

INK4a
6 1

patients who progressed to CIN2-3 during follow-up were positive for p1 and

accordingly, none of the CIN1 biopsies negative for p16"“*? progressed. Thus, the

sensitivity and negative predictive value for progression to CIN2-3 of p16"**?

staining in the initial biopsy were 100%. Our results confirm previous data,
suggesting that CIN1 lesions positive for p16™**? have a significantly higher

INK4a
6

tendency to progress to CIN2-3 and that a negative result for p1 may exclude

progression during follow-up.'® "
The detection of HR-HPV in CIN1 patients is of very limited use, because a

negative result excludes progression in only 6-15% of cases. '’ In our study, over-

expression of p16™** was observed in only 11.1% of women with HR-HPV
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negative CIN1, indicating that it is probably a sporadic event in these cases.®
Conversely, 58.9% of HR-HPV positive CIN1 were positive for p16™ "2,
Nevertheless, the negative result in over 40% of cases indicates that p16"“*? can
provide useful information in HR-HPV positive CIN1. Interestingly, a correlation
between high viral load and significantly higher progression rates was observed in
our series.

p16™"*? over-expression indicates interference of the viral oncoproteins with

1012 and it is involved in the

cellular proteins involved in the cell-cycle regulation
carcinogenic process induced by HR-HPV. In keeping with this,
immunohistochemical over-expression of p16™"“? has been shown to
unambiguously identify truly pre-malignant and malignant cells in the uterine cervix
from both squamous and glandular origin."**°** The close relationship between
over-expression of p16™** and HR-HPV-related pre-malignant and malignant

23.24

lesions has also been shown in other settings such as the vulva , penis =,

| ¥ and rinosinusal cavities. *° In the uterine cervix, p16™"** has been

anus, *° tonsi
shown to be a sensitive and specific marker with a better predictive value than
HPV DNA testing for CIN2-3 ?°?°32 and it has been reported to reduce
interobserver variation in the histopathologic interpretation of cervical specimens.
392 |n contrast with this consistent positive staining for p16"™** of CIN2-3 and
invasive carcinomas, CIN1 lesions tend to show a much more variable staining,
with percentages of diffuse positive staining ranging from 20 to 50%. This variable
staining has raised the question whether immunohistochemical p16™"4?

overexpression could be of value in clinical practice, identifying those CIN1 lesions

at risk of progression.
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Only two studies aiming to evaluate the potential of p16™““* as a prognostic marker
of progression in CIN1 have been published.'®" Both studies have shown that, as

observed in our analysis, p16"*

over-expression is associated with higher rates
of progression to CIN2-3. Our study has several strengths: 1) it is the first
prospective study evaluating p16™“** as a prognostic marker to identify CIN1 at
higher risk of progression to CIN2-3; 2) a well-defined follow-up routine was
established in all cases; and 3) HR-HPV data was available from all the patients
enrolled in the study both at the entry and during follow-up.

It should be pointed out that, although CIN1 lesions positive for p16™"
showed a significantly higher tendency to progress to CIN2-3, only 18.2% of
p16™4@ positive CIN1 cases from our study progressed to CIN2-3, and 42.9% of
them completely regressed. This indicates that, although pRb inactivation by E7 is
an early and necessary event in the oncogenesis of cervical carcinoma,_further
molecular events, such as the induction of chromosomal instability and the
accumulation of mutations, may be required for the progression of a cervical lesion.
Moreover, the status of the individual's host immune system may have a significant
influence on the clearance of the infection and reversion of the early oncogenic
steps. A few recent studies suggest that the addition of other

immunohistochemical markers, such as L1, to p16'"*“?

may help in the
identification of those lesions at higher risk to progress to CIN2-3. %
There are some possible limitations in this study. No HPV typing data was

available and therefore, the potential correlation between p16™“?

staining, specific
type of HR-HPV and progression rate of the CIN1 lesions could not be assessed.

Another possible limitation is the possibility that the biopsy procedure might have
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altered the evolution of the lesion. Nevertheless, studies using both cytology and
histology to follow the natural history have shown no effect of punch biopsy on the
short term of the disease °° and similar probabilities of regression, persistence and
progression have been reported in studies based in histology and cytology. In this
regard, the rates of regression, persistence and progression observed in our series
are similar to those reported in most studies. Further studies including p16™*42
detection in cytology should be conducted in order to assess the relevance of this
technique in the evaluation of women with LSIL.

In summary, our results indicate that CIN1 lesions positive for p16"™“*® have a
significantly higher tendency to progress to CIN2-3, whereas patients with CIN1
lesions negative for p16™““? rarely progress. Thus, p16""““@ may have an important

role in the assessment of CIN1 lesions, because it may exclude around half of

CIN1 cases from an intensive clinical follow-up.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. (A) Hematoxylin and eosin staining of an area of CIN1 in a patient, who
progressed to a CIN 2. (B) Diffuse p16™"“® immunostaining in the CIN1 lesion. (C)
Hematoxylin and eosin staining in the biopsy showing progression to CIN2. (D)

Diffuse p16™"“® immunostaining in the CIN2.

Figure 2. (A) Hematoxylin and eosin staining of an area of CIN1 in a patient, who
regressed to a negative result of the Pap test, complete negative HR-HPV test, and
negative colposcopically directed biopsy. (B) Focal positive immunostaining for
p16™4?in the CIN1 lesion. (C) Hematoxylin and eosin staining in the biopsy

INK4a
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showing regression to normal epithelium. (D) Negative p1 immunostaining in

the final biopsy

Pagina 133



Tesi doctoral. Marta del Pino Saladrigues

Table,revised

Table 1. General characteristics (age, HR-HPV status and viral load and cytology result) of the patients at entry in the

study according their final outcome.

Cytology result

n  Mean HR-HPV Mean

Evolution at follow-up age (range) positive (%) viral load SD Negative ASC-US LSIL  HSIL
Progression 14 35.7 (22-65) 14 (100) 878.6 £7225 1 1 10 2
Persistence

Cytology LSIL, HPV positive 28 32.9 (21-63) 27 (96.4) 8102 +8429 3 2 23 0

Cytology negative, HPV positive 25 349 (21-61) 25 (100) 9991 +7299 3 0 22 0

Cytology LSIL, HPV negative 5 36.4 (22-52) 4 (80.0) 8721 £7559 1 2 2 0
Regression 66 30.6 (19-68) 58 (89.2) 811.2 £8422 8 10" 48 0

*ASC-H in one patient

Pagina 134



Tesi doctoral. Marta del Pino Saladrigues

Table 2. Results of p16™¥“*? staining in the initial biopsy and final outcome after

follow-up.

p16™°* immunostaining

Evolution at follow-up n Diffuse (%) Focal (%) Negative (%)
Progression 14 14 (100) 0 (0) 0 (0)
Persistence

Cytology LSIL, HPV positive 28 12 (42.9) 4 (14.3) 12 (42.9)

Cytology negative, HPV positive 25 16 (64.0) 3 (12.0) 6 (24)

Cytology LSIL, HPV negative 5 2 (40.0) 3 (60.0) 0 (0)
Regression 66 33 (50.0) 15 (22.7) 18 (27.3)

138 77 (55.8) 25 (18.1) 36 (

Ove rarl

Fol

Diffuse staining was defined as continuous staining of the basal and suprabasal cells

in an area, independently of whether superficial cells of the squamous epithelium were

stained or not. Focal staining was defined as either discontinuous staining of isolated

basal cells or any type of staining in superficial and/or suprabasal layers.
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Table 3. Risk of progression to CIN2/3 according to age, initial HR-HPV load

determined by Hybrid Capture 2 (in relative light units, RLU), cytology result and

6|NK4a

p1 immunostaining.

Progression to CIN2/3

Age n N (%) p
<30 66 3 (4.5)
>30 72 11 (15.3) 0.047

HPV load (RLU) at first visit

<1 9 0 (0
1-500 62 4 (6.4)
>500 67 10 (14.9) 0.16

Cytology result
Negative/LSIL/ASC~ 136 11 (9.3)
HSIL 2 2 (100) 0.03
p16™“*? immunostaining
Negative 61 0 (0)

Positive 77 14 (18.24+4) <0.001

* ASC-H in one patient
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Figure 1
Click here to download high resclution image

Fig 1. Histological features and pl16INHAa staining in the initial and final biopsy of ong of the women who
progressed to CIN2-2
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Figure 2
Click here to download high resolution image

Fig 2. Histological features and p16iNK4a staining in the initial and final biopsy of one of the women who
regressed to a normal cervical epithalium
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V. DISCUSSIO

GENERAL







Tesi doctoral. Marta del Pino Saladrigues

Tot i que ha estat ben estudiat el risc de progressié a CIN2-3 de les dones
amb citologia de LSIL (Cox et al, 2003; Walker et al, 2006), hi ha pocs treballs
sobre aquest risc en aquelles dones amb infeccié per VPH-AR amb minimes

alteracions citologiques, o citologia normal (Cox et al, 2003;Cuzick et al, 2003).

Actualment no hi ha dubte de que la persisténcia de la infeccié per VPH-
AR és el principal factor de risc per a desenvolupar una lesio intraepitelial I'alt
grau (Bosch et al, 2002; Ho et al, 1995). Les actuals guies cliniques proposen
d’addicio de la deteccio del VPH-AR a la citologia amb I'objectiu d’augmentar la
sensibilitat del cribatge (Nanda et al, 2000; Lorincz et al, 2003; Brink et al, 2005;
Naucler et al, 2007;Naucle et al r, 2009). Ara bé, per assegurar I'eficacia del
test de deteccié del VPH-AR en el cribatge primari és necessari un correcte
maneig de totes aquelles dones que presenten infeccid pel virus sense
traduccio, o amb una minima alteracio en la citologia. Actualment no existeix un
seguiment estandaritzat per aquestes pacients (Spitzer et al, 2007; Wright et al,

2007).

En el primer treball de la tesi, vam estudiar quin era el risc de les dones
amb un test de VPH-AR positiu i amb citologia normal o amb minims canvis en
la citologia (ASC-US). Curiosament, totes les dones VPH-AR positives van
presentar un risc de progressié similar en el seguiment, independentment del
resultat citologic. Les pacients amb una citologia normal van presentar un risc
de progressio identic al que tenen les pacients amb ASC-US o LSIL. Aixi
doncs, el test de deteccié de VPH-AR permetria estratificar el risc de les dones
pel que fa a la capacitat de progressid (Kjaer et al, 2006) mentre que la

citologia no aporta informacié addicional a I'hora de discriminar les pacients
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amb major o menor risc de progressio, exceptuant aquells casos en que la

citologia és d’alt grau (HSIL).

La majoria dels treballs publicats a la literatura sobre dones amb citologia
normal inclouen en la mateixa analisi tant casos positius com negatius per a
VPH-AR (Dalstein et al, 2003). No resulta sorprenent aixi que el risc de
progressié d’aquest grup de dones sigui inferior al de les dones amb citologia
anormal. La principal aportacié del nostre estudi és que s’han incldos unicament
dones amb infeccié pel VPH-AR. Rad per la qual trobem un major risc de
progressié daquestes dones, equiparable les pacients amb citologia de ASC-

US o LSIL.

En el nostre treball s’han trobat diferencies significatives entre les
carregues virals (CV) determinades mitjangant la técnica de HC2 en els tres
grups de pacients a l'inici de I'estudi. Les CV més altes s’associaven a major
grau d’anomalia citologica. En un estudi previ d’aquest grup (Ordi et al, 2005),
es va trobar que la CV era superior en mostres de cancer de cérvix o HSIL en
comparacid amb mostres de LSIL o citologies normals. Tot i que la CV
determinada de forma semiquantitativa per HC2 ha estat sovint criticada perqué
el seu valor depen en part del nombre de cél-lules recollides i no indica la CV
cel-lular [3], diferents estudis han demostrat que existeix una relacidé positiva
entre la CV i la gravetat de les lesions (Schiffman et al, 2000; Nind et al |,
1998). Altres estudis realitzats mesurant la CV per PCR han trobat la mateixa
relacio (Josefsson et al, 2000; Ylitalo et al, 2000). A més a més, s’ha pogut
objectivar que la majoria de les dones amb CV elevades tenen anomalies

citologiques (Cuzic et al k, 1999). A més a més, alguns treballs realitzats amb
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altres técniques de detecci6 viral quantitatives o semiquantitatives, han conclos
que la carrega de VPH-AR present en les mostres cervicals pot tenir un valor
en el moment de predir el la prevalenga o incidéncia d’'una lesié d’alt grau

(Clave et al I, 1999; Josefsson et al, 2000; Clavel et al, 2001; van et al, 2000).

En el nostre treball es va valorar la capacitat de la CV de VPH-AR per
predir el risc de progressid. No vam trobar associacié entre la CV i la progressié
a CIN2-3 ni en les pacients amb citologia normal ni en aquelles amb ASC-US o
LSIL. En la literatura trobem resultats discrepants sobre aquest aspecte. Si bé
alguns treballs reporten que la CV pot ser un factor de risc de progressié a
CIN2-3 i cancer de cérvix (Dalstein et al, 2003; Schlecht et al, 2003), la majoria
dels estudis no troben aquesta associacio, almenys amb CV determinades per
HC2 (Lorincz et al, 2002). Per tant, és probable que només la persistencia de la
infecci6 viral i no pas la CV s’associin amb el risc de progressio de les lesions
cervicals (Zielinski et al, 2001; Schlecht et al, 2001; Dalstein et al, 2003; Bory et
al, 2002) Els nostres resultats confirmen que la infeccidé persistent és el
principal factor pronostic del risc de desenvolupar una lesié d’alt grau, dada ja
exposada préviament en la literatura (Bory et al, 2002; Dalstein et al, 2003;
Kjaer et al, 2006; Schlecht et al, 2001). En el nostre treball cap de les dones
que van negativitzar el virus va desenvolupar una lesié d’alt grau durant el

seguiment.

En el nostre treball aquelles dones majors de 35 anys presenten un risc
significativament més gran de progressidé que les dones joves. Aquests
mateixos resultats han estat reportats per altres autors que han trobat una

relacié similar a la del nostre estudi entre I'edat, la persisténcia de la infeccid
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viral i el subsequent desenvolupament d'una lesié cervical d’alt grau
(Franceschi et al, 2005; Jordan et al, 2008). No obstant aixo, hi ha alguns
estudis en la literatura que no troben cap relacid6 entre I'edat i el risc de
progressid/regressié en les dones amb infeccio pel VPH-AR i citologia normal o
amb canvis minims (Schlech et al t, 2003; Nobbenhuis et al, 2001; Dalstein et

al, 2003).

Un fet rellevant del nostre estudi és que aquelles dones amb antecedent
de lesié cervical perd que havien resolt la infeccié (espontaniament o després
del tractament) i havien presentat controls posteriors negatius en els tres anys
anteriors a l'estudi, van mostrar un major risc de desenvolupar una lesid
cervical d’alt grau davant la nova infeccié en comparacio amb les dones sense
antecedents de lesi6. Aquest risc més alt era independent del resultat de la
citologia a l'inici de I'estudi. Tot i que la informaci6 sobre el risc a llarg termini
de la recurrencia de CIN en dones amb antecedent de lesio cervical premaligna
és encara limitada, aquest major risc de desenvolupar lesions intraepitelials
d’alt grau o cancer de les dones préviament tractades per CIN ja ha estat
reportat per diferents autors (Melnikow et al, 2009; Kalliala et al, 2005; Soutter
et al, 1997). Soutter et al. en una metaanalisis van reportar un risc de
desenvolupar un cancer invasor 2,8 vegades superior per aquelles dones amb
antecedent de tractament per lesio intraepitelial cervical comparat amb la
poblacié general (Soutter et al, 2006). Melnikov et al. van trobar que el risc de
recidiva estava associat amb el grau de CIN inicial, el tipus de tractament, i
I'edat de la pacient (Melnikow et al, 2009). D’acord amb aquestes dades esta

plenament acceptat que, malgrat realitzar un seguiment estricte, el risc de
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cancer invasor en aquestes dones es manté entre 3 i 5 vegades per sobre del
de les dones sense antecedent de CIN (Melnikow et al, 2009; Soutter et al,
1997; Soutter et al, 2006; Strander et al, 2007; Kalliala et al, 2005). Ara bé, no
esta clarament establert quina hauria de ser la duracio i la intensitat optima del

seguiment post-tractament d’aquestes pacients.

En aquest primer treball no varem trobar diferéncies significatives en el risc
de progressié de les pacients amb infeccié per VIH respecte les pacient VIH
negatives. Tot i que recentment ha estat publicat un estudi que conclou que el
risc de desenvolupar una lesio intraepitelial no esta associat a la disminucié del
nivells de CD4, I'is de tractament antiretroviral, la duracié de la infeccio o la
carrega viral del VIH (Lehtovirta et al, 2008), els estudis publicats fins ara
consideraven tant els nivells de limfocits CD4, com la CV del VIH i la infeccio
pel VPH-AR com els principals factors de risc per al desenvolupament de CIN
(Nappi et al, 2005; Robinson& Freeman, 2002). Totes les pacients amb infeccid
pel VIH incloses en el nostre treball seguien estrictes controls per a la seva

malaltia de base i van mantenir un correcte estat immunologic durant I'estudi.

Hi ha algunes possibles limitacions del nostre estudi. La primera és que el
resultat citologic amb el qual les pacients venien referides a la Unitat de
Patologia Cervical del nostre centre diferia sovint del diagnostic de la primera
visita, un cop realitzada una citologia, I' examen colposcopic i una biopsia en
els casos en que era necessari. La concordanga en els diagnostics de les
lesions cervicals (tant citologiques com histologiques) ha estat ben estudiada i
esta al voltant del 50%. Diferents treballs reporten index kappa inferiors al 0.5

entre patolegs, tant si provenien de la mateixa institucié6 com d’institucions

Pagina 145



Tesi doctoral. Marta del Pino Saladrigues

diferents (Sriamporn et al, 2005; Cibas et al, 2001; Parker et al, 2002; Malpica
et al, 2005). Els resultats obtinguts en I'estudi son similars als reportats en la
literatura. Per altra banda trobem que el nombre de dones remeses per infeccid
per VPH-AR i citologia normal, va ser inferior a I'esperat. Aquest fet pot ser
degut a que els tests de determinaci6 de VPH-AR no han estat establerts
encara en tots els centres com a part del cribatge del cancer de cérvix, rad per
la qual la major part de les dones incloses en I'estudi van ser referides per
citologia anormal. No obstant aixd, aquest test esta sent gradualment
implementat en els diferents centres espanyols i per aixo, des de I'any 2006
s’ha incrementat de forma gradual el nombre de dones derivades per aquest
motiu. També hi ha poques dones amb diagnostic d’ASC-US a l'inici del estudi,
cosa que s’explica perqué aquelles dones amb citologia d’ASC-US i
determinacié del VPH-AR negativa eren retornades als programes de cribatge
en els seus centres de referéncia ja que aquestes dones no presenten un major

risc de lesid d’alt grau que la poblaci6 general.

Una altra limitacio de l'estudi és que no tenim dades sobre la tipificacio
viral de les diferents mostres. La determinacio de VPH-AR mitjangant HC2 no
permet identificar els genotips virals especifics que es troben en una mostra.
Se sap que determinats tipus virals, particularment el 16 i el 18, tenen un
comportament més agressiu presentant més capacitat de persisténcia i una
major probabilitat de desenvolupar cancer cervical (Khan et al, 2005; van et al,

2002; Villa et al, 2000; Wheeler et al, 2006).

Un altre punt a tenir en compte és que en el nostre estudi es va realitzar

una biopsia a algunes pacients en el moment en la visita inicial, procediment
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que podria haver alterat I'evolucid de la lesio. Ara bé, no es van trobar
diferencies significatives en I'evolucid de les pacients a les quals se'ls ve
realitzar la bidpsia comparades amb aquelles a les quals només se’ls va fer una
citologia. A més a més, diferents estudis sobre la historia natural de les lesions
inatrepitelials cervicals han mostrat que no existeix un efecte clar de la
realitzacié d’una biopsia en I'evolucio a curt termini de les lesions (Youkeles et

al, 1976, Wright et al, 2003).

En conclusid, les troballes d’aquest primer estudi suggereixen que les
dones amb infeccié per VPH-AR i citologia normal podrien tenir el mateix risc
de progressio que aquelles amb citologia d’ASC-US o LSIL i per tant
probablement haurien de ser controlades seguint la mateixa estratégia.
Aquestes dades son particularment rellevants en el moment actual en el que,
per tal de millorar la sensibilitat i la relacié cost-benefici del cribat primari del
cancer de cervix, es planteja afegir la determinacio del VPH-AR a una citologia
trianual en aquelles dones majors de 35 anys (Goldie et al, 2004; Holmes et al,
2005; Spitzer et al, 2007). La introduccio de la deteccié de VPH-AR en el cribat
implicara I'aparicio d’'un nombre significatiu de dones positives per VPH-AR i
citologia negativa i és, per tant, crucial establir estratégies clares d’actuacio. No
obstant aix0, el nombre de dones amb citologia negativa i infeccié per VPH-AR
en el nostre estudi és relativament baix, per la qual cosa calen més estudis que

confirmin aquestes dades.

Les dades de seguiment d’aquest primer treball, mostraven que aquelles
dones amb infeccié per VPH-AR tenien un major risc de progressio del que

s’havia apuntat fins ara, i que aquelles pacients amb elevada CV tenien una
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major probabilitat de presentar lesié intraepitleial en la citologia/histologia
simultania a la determinacié viral. Per aquest motiu vam decidir revisar un grup
d’aquestes dones amb bidpsies inicialment interpretades com a negatives per a
lesié premaligna i avaluar el risc de la existéncia de possibles falsos negatius.
L’aparicié en els darrers anys de la técnica de tincié immunohistoldgca de

6"*? una proteina intracellular que es sobreexpressa en lesions

p1
intraepitelials produides pel VPH-AR, va fer que en aquest segon treball ens
plantegessim: 1) la utilitat d’aquest marcador a I'hora de detectar aquestes
lesions cervicals en les biopsies interpretades com a normals, reduint aixi

l'infradiagnostic de les lesons premalignes i 2) la relacio entre el risc de falsos

negatius del diagnostic i la CV.

La conclusié més rellevant del segon treball de la present tesi va ser que el
21,6% dels casos amb una bidpsia inicialment interpretada com a negativa pero
amb una detecci6 de VPH-AR positiva van ser reclassificades com a CIN
després de la tincié immunohistoquimica de p16™2. Va ser particularment
rellevant el fet que el 55,9% d’aquests casos (que correspondrien al 13,7% de
tot el grup) van ser re-classificats com a CIN2-3 i per tant aquestes pacients
eren candidates a tractament considerant el diagnostic correcte. De fet, en el
82,2% d’aquests casos la CIN2-3 es va detectar al llarg del seguiment. Tot i

6INK4a

que la tincio de p1 va ser la clau diagnostica, la preséncia de la lesio va

ser confirmada en tots els casos, ja que en tots ells les anomalies nuclears
caracteristiques de la displasia estaven presents en les preparacions tenyides

6INK4a

amb Hematoxilina-Eosina (H&E). La tincié de p1 va ser la clau que va

dirigir I'atencié del patdleg cap a les arees intensament tenyides de les
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preparacions, per molt petites que fossin, permetent la identificacié de la lesid
intraepitelial que préviament no havia estat identificada (Klaes et al, 2001). La
causa per la qual aquestes lesions havien estat infradiagnosticades en
I'avaluacié inicial era fonamentalment I'escassa representacié de la lesié en la
bidpsia, dificultada en alguns casos per una marcada reaccio inflamatoria. La
preséncia d’'uan variant de CIN recentment reconeguda com un subtipus de
CIN2 (Ma et al, 2004), denominada variant eosinofilica, la qual presenta
caracteristiques de displasia i metaplasia cervical, va ser la tercera causa

d’infradiagnostic d’aquestes lesions en 'avaluacié inicial.

Existeix controvérsia en la literatura sobre si la histopatologia hauria de ser
el gold stadard del diagnostic de les lesiones cervicals degut a les importants
diferencies interobservador en el diagnostic d'una mateixa mostra (Klaes et al,
2002; Malpica et al, 2005; Parke et al r, 2002). Tot i aix0, estudis recents han
demostrat que I'acord en els diagnostics és major en les lesions d’alt grau, i
suggereixen que aquests desacords tenen poca rellevancia en les decisions
sobre si cal o no tractament (Malpica et al, 2005; Parker et al, 2002). Els
nostres resultats indiquen que el diagnostic histologic té un risc no despreciable
de obviar lesions d’alt grau. El principal objectiu en el diagnostic de les
bidpsies és precisament la identificacio de les lesions que tenen un elevat risc
de progressié a cancer invasor, I'Us de la tinci6 immunohistoquimica per a

6INK4a

p1 en I'avaluacio histologica de les biopsies cervicals podria ser de gran

utilitat.

La determinacio del VPH-AR mitjangant el test de HC2) ha estat molt

utilitzada en el maneig de la patologia cervical per I'elevada sensibilitat i el alt
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valor negatiu del test (zur Hausen et al, 2002; Ordi et al, 2003; Ordi et al, 2005).
Ara bé, 'HC2 té una especificitat i un valor predictiu positiu relativament baixos
(Ordi et al, 2003; Ordi et al, 2005), amb resultats positius al voltant del 80-90%
de les dones cribades de la poblacié general (Cuzick et al, 2003; Dalstein et al,
2004) i del 50% si es té en compte unicament pacients a les quals se’ls havia
de practicar una colposcopia o dones amb citologia de ASC-US (Ordi et al,
2003). Se sap que la majoria d’'infeccions pel VPH-AR regressaran de forma
espontania (Ho et al 1998) | que el DNA del VPH-AR pot persistir un temps
després de la desaparici6 de les lesions morfologiques. Per tant, en
determinats casos la determinacio viral per HC2 té un valor diagnostic limitat
(Ordi et al, 2003; Ordi et al, 2005). Els nostres resultats indiquen que cal posar
especial atencié en aquelles pacients amb tests de HC2 positiu. Val la pena
remarcar que el risc de no detectar una CIN de qualsevol grau o una CIN2-3 és
meés elevat en aquells casos en que la carrega del VPH-AR és superior a 100

URL (Nindl et al 1998).

En els darrers anys, la sobreexpressié de p16™*? ha estat proposada com
un marcador biologic que permet la identificacio de veritables cel-lules
displasiques o preneoplasiques del cérvix uteri (Agoff et al, 2003; Klaes et al,

6'NK4a | rexisténcia de lesions

2001). La relacié entre la sobreexpressio de p1
intraepitelials relacionades amb la infecci6 per VPH-AR ha estat també
mostrada en altres localitzacions com la vulva (Santos et al, 2004; Santos et al,
2006) , el penis (Rubin et al, 2001), I'anus (Lu et al, 2003) I'amigdala

(Klussmann et al, 2003) i les lesions rinosinusals (El-Mofty et al, 2005, Alos et

al, 2009). En el coll uteri la tinci6 de p16™*® ha demostrat ser un marcador
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amb una elevada sensibilitat i especificitat tant per lesions escamoses com
glandulars de la mucosa cervical (Schorge et al, 2004; Tringler et al, 2005) amb
un valor predictiu per la deteccié de lesions d’alt grau més bo que no pas els
test de deteccié del DNA del VPH-AR (Klaes et al, 2002; Agoff et al, 2003;
Guimaraes et al, 2005; Guo et al, 2004; Hu et al, 2005). Diferents treballs han

6'NK4a redueix la variabilitat interobservador en la

mostrat que la tincié per p1
interpretacio histopatoldgica de les mostres de coll d’uter (Klaes et al, 2002;

Klaes et al, 2001).

En el nostre estudi, el 99% dels casos de CIN2-3 i cap de les bidopsies

INK4
6

negatives van mostrar una reaccio intensa i difusa per a la tincio de p1 en

acord amb els estudis préviament publicats en la literatura. Aquest fet remarca

la utilitat de la p16™*42

com a un marcador sensible i especific de les lesions
premalignes de ceérvix. La tincié focal va ser menys especifica, el 5% de les
bidpsies normals, el 35% de les biopsies de CIN1 i I'1% de les CIN2-3 van
mostrar aquest tipus de reactivitat.

En la série del nostre estudi, la tincid immunohistoquimica de p16™%42

va
ser considerada positiva en el 66% dels casos de CIN1, perd només el 32%
d’aquests casos van demostrar una tincié difusa. Es interessant remarcar que
el 72% de biopsies de CIN1 amb deteccié viral negativa van ser presentar una
tincio per p16™ %@ també negativa | només el 4% tenien una tincié difusa pel
marcador. En canvi, tan sols el 22% de les lesions CIN1 positives per VPH-AR
van ser negatives per p16™*? | el 42% d’aquetes van presentar una tincié

difusa. Les diferencies van ser estadisticament significatives. Aquests resultats

demostren que les lesions de baix grau associades a VPH de baix risc
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oncogeénic sén en general negatives per a la tincié de p16™*? i que, per tant,
aquest marcador esta ajudant a identificar les lesions de baix grau que tenen
major risc de progressio cap a lesions d’alt grau o invasores. S’ha demostrat , i
els resultats d’aquest treball aixi ho corroboren, que no totes les lesions de
CIN1 associades a VPH-AR soén positives per a la tincié de p16™? i que la
regressié d’aquestes és possible en el 60% dels casos, ara bé, les lesions de
baix grau que mostren una tincié difusa per a p16™*? tenen un major risc de

progressié que no pas aquelles que sén p16™*? negatives (Negri, 2004).

Per acabar, remarcar que els 11 casos diagnosticats com a CIN2-3 pero
negatius per VPH-AR van mostrar una intensa reaccié per p16™<*2 cap d’ells
va ser reclassificat després de la segona avaluacié. La determinacio viral per
HC2 o per altres test utilitzats se sap que té una elevada sensibilitat, pero tot i
aixi, al voltant del 5-10% dels casos histoldogicament confirmats de CIN2-3
presenten determinacié de VPH-AR negatives. La intensa sobreexpressié de
p16™K* observada en aquests casos suggereix que son lesions també
associades a la infeccié per VPH-AR. Altres VPH-AR no inclosos en aquests
test de deteccio viral o altres problemes técnics poden ser la causa d’aquests

falsos negatius.

En conclusio, els resultats d’aquest segon treball indiquen que cal posar
especial atencié en aquelles biopsies de pacients que tenen una determinacié
viral positiva ja que existeix el risc de que en l'avaluacié histopatologica no
s’identifiquin lesions de CIN2-3 presents en la mostra. Aquest risc és
especialment elevat en pacients amb altes carregues virals. L’addicio de la

tincid immunohistoquimica amb p16™K*? a I'avaluacié histologica de rutina de
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les biopsies de cérvix podria ser de gran utilitat, permetent la identificacid
d’aquestes lesions i evitant el seu infradiagnostic, fet especialment important en
aquells casos en els quals Ia’ identificacié de les lesions implicaria un diferent

maneig de les pacients.

En el tercer treball de la tesi varem voler estudiar el possible valor de la
tincio per p16™“? com a marcador prondstic. Els resultats obtinguts en el
segon estudi semblaven apuntaven a que les lesions positives per a p16™<42
eren aquelles amb major risc de progressio, conferint a aquest marcador no
nomeés un valor diagnostic siné també una valor pronostic. Actualment el trobar
possibles marcadors de risc de progressio €s un dels reptes més important
donat que l'augment de la sensibilitat de les noves estratégies de cribatge
trobem un gran nombre de dones amb anomalies citoldogiques o infeccid viral
que cal seguir de forma estricte perd la majoria d’elles presenten infeccions
transitories que es resoldran de manera espontania. Aixd suposa una gran
sobrecarrega assistencial i un risc de sobretractament d’aquestes pacients amb

la morbilitat futura que aixd comporta.

Els resultats més remarcables d’aquest tercer estudi prospectiu van ser
que totes les biopsies de CIN1 de pacients que van progressar a CIN2-3 durant
el seguiment van ser positives per a p16™*? i en canvi cap de les biopsies
negatives per p16™ %@ van progressar cap a lesions l'alt grau. Per tant la
sensitivitat i el valor predictiu negatiu per a la progressié a CIN2-3 de la tincid
de p16™K*@ en la biopsia del moment del diagnostic va ser del 100%. Els
nostres resultats confirmen dades préviament publicades que suggerien que les

lesions de CIN1 amb tincié positiva per p16™<*?* tenen un risc significativament
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INK4
6 a

major de progressié cap a CIN2-3 i que una tincié per p1 negativa podria

excloure progressio en el seguiment (Hariri et al, 2007; Negri G et al, 2003) .

La determinacié de VPH-AR en aquelles pacients amb lesions de CIN1 té
una utilitat molt relativa, donat que un resultat negatiu, que exclouria
progressid, es dona només en el 6-15% dela casos (Negri et al, 2004). En
aquest estudi la sobreexpressié de p16™€*? va donar-se tan sols en I'11% de
les dones amb CIN1 i determinacié viral negativa, indicant una probable
infeccid transitoria, en aquests casos. Inversament el 58.9% de les dones amb
CIN1 i determinacio per VPH-AR positiva van ser positives per a p16™¢*2. Ara
bé, el resultat negatiu de la tincid en 40 % dels casos indica que la tincioé per
p16™K*  afegeix una valuosa informacid en aquells casos de CINT i
determinacié viral positiva. Es interessant remarcar la correlacié que vam trobar
entre I'elevada carrega viral i el risc de progressio d’aquesta série, que no
recolzava els resultats del nostre primer treball, en el qual no es va trobar
aquesta relacio.

642 indica I'existéncia d’interaccid entre les

La sobreexpressio de p1
oncoproteines virals i les proteines cel-lulars implicades en la regulacio del cicle
(Sano et al, 1998; Giarre et al, 2001; von Knebel et al, 2002), fet relacionat amb
la carcinogenesi i la transformacié maligna relacionada amb la infeccio pel
VPH-AR i que detecta la sobreexpressié de p16™“? (Klaes 2001 et al; Agoff,
2003 et al; Schorge et al, 2004; Tringler et al, 2004).

En la literatura, fins I'actualitat trobem tan sols dos estudis que avaluen el

6INK4a

potencial de la p1 com a marcador pronostic de progressio de les lesions

de CIN1 (Harir et al i, 2007; Negri et al, 2008). Ambdds estudis han mostrat,
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6'NK42 asta associada a taxes

com en el nostre cas, que la sobreexpressié de p1
de progressié majors cap a CIN2-3. El nostre treball té varis punts que li donen
un valor afegit respecte els anteriorment publicats: 1) és el primer treball
prospectiu que avalua I'expressio de p16™**@ com a marcador pronostic a I'hora
d’identificar aquelles lesions de CIN1 amb major risc de progressio a CIN2-3; 2)
de tots els casos tenim un seguiment estricte i sistematic 3) es presenten dades

de la determinacio viral de totes les pacient incloses en I'estudi a I'inici d’aquest

i durant el seguiment.

Cal remarcar que, tot i que les lesions de CIN1 positives per a p16™“?
presentaven un major risc de progressio a CIN2-3, només un 18.2% dels

casos de CIN1 amb sobreexpressié de p16™<“

van progressar a lesions d’alt
grau, i un 42.9% d’aquests casos van regressar de forma espontania. Es a dir
que, tot i que la inactivacié de la pRb causada per I'oncoproteina viral E7, és un
esdeveniment necessari en la transformacié maligna, calen altres alteracions
com la induccié de la inestabilitat cromosdmica, i 'acumulacié de mutacions per
a la progressio d'una lesio cervical. A més a més diferents treballs remarquen

la importancia de l'estat immunologic del sistema hoste en la capacitat de

d’aclarir la infecci6 viral i revertir els passos més precogos de I'oncogénesi.

Uns pocs estudis recents suggereixen que l'addicié d’altres marcadors
biologics com L1 a la p16™%@ podrien ser d’ajudar en la discriminacié de les
lesions amb major risc de progressio a lesions d’alt grau (Negri et al, 2008;
Hilfrich et al, 2008).

Aquest treball presenta algunes limitacions. No hi ha dades sobre la

tipificacié viral i per tant la possible correlacid entre la tincio per p16™<*,
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determinats tipus de VPH-AR i el risc de progressi6 no han pogut ser
avaluades. Una altra possible limitacio és la possibilitat de que el fet de realitzar
una biopsia (totes les mostres d’aquest treball son bidpsies) hagi pogut alterar
'evolucié de les lesions. Aquest fet ha estat comentat també en el primer
treball, i els resultats presentats en aquell aixi com els reportats en la literatura
no mostren cap efecte de la biopsia en la historia natural de la lesié a curt
termini. En aquest sentit les taxes de regressio, persisténia i progressié de la
nostra série en aquest treball son similars a les publicades en la literatura.

6Nk en mostres de

Caldrien estudis que avaluessin la tincié per p1
citologia per tal de confirmar la rellevancia d’aquesta técnica en el maneig de

les dones diagnosticades de LSIL.

En resum, els nostres resultats indiquen que les lesions de CIN1 positives
per a p16™%@ tenen una risc significativament major de progressié a CIN2-3,

mentre que les pacients amb lesions de CIN1 que mostra negativitat a la tincid

6INK4a 6INK4a

de p1 rarament progressen. Aixi doncs la p1 pot tenir un paper
important en I'avaluacié de les lesions CIN1, ja que podria evitar un seguiment

estricte | innecessari del 50% de les pacients amb diagnostic de lesié d’alt grau.
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VI. CONCLUSIONS
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. El risc de progressio i la probabilitat de regressié de les dones amb
infeccié per VPH-AR és equiparable, tant si presenten anomalies
citologiques lleus (ASC-US, LSIL) com si tenen una citologia negativa.
Per tant I'estrategia de seguiment de totes elles hauria de ser la mateixa,

independentment del resultat citologic.

. Les pacients amb carrega viral (CV) alta, determinada mitjancant el test
HC2, tenen un risc més gran de presentar una lesié cervical d’alt grau
sincronica, per la qual cosa és necessari una avaluacié acurada de les
mostres histologiques d’aquestes pacients. En canvi, la CV no determina

el risc de progressié ni aporta cap informacio pronodstica.

. Les dones més grans de 30-35 anys i aquelles amb antecedent de lesid
cervical presenten un risc de progressié a CIN2-3 significativament més
alt. En canvi, la infeccio per VIH ben controlada clinicament no s’associa

a una major el risc de progressio.

. La tincid immunohistoquimica per p16™K*

mostra gran sensibilitat i
especificitat per al diagnostic de les neoplasies intraepitelials d’alt grau, i
és util en el diagnostic diferencial d’aquestes lesions amb les alteracions

metaplasiques o reactives.

. La tinci® immunohistoquimica per p16™K4

és capac de posar de
manifest un nombre significatiu de lesions intraepitelials en biopsies

inicialment interpretades com a negatives, ja que permet dirigir I'atencio
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del patdleg a les zones displastiques. Aquest fet és especialment util en

casos de representacio lesional escassa o reaccio inflamatoria.

6Nk an una

La negativitat de la tinci6 immunohistoquimica per a p1
lesié premaligna de baix grau permet identificar aquelles dones amb un

risc molt baix o nul de progressio.
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