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INTRODUCCIO

El factor de risc més important pel desenvolupament del cancer cervical és la infeccid
persistent pels tipus d’alt risc oncogenic del Virus del Papilloma Huma (VPH).
Contrariament, I'absencia de sequéncies d’ADN del VPH en les mostres cervicals,
representa un risc molt baix de desenvolupar cancer. En aquest context, el genotipatge
del VPH és considerat la técnica diagnostica d’eleccié dels futurs programes de
cribratge de cancer relacionat amb VPH, i el métode més adequat per la monitoritzacio

de I'impacte d’estratégies terapéutiques com la conitzacio i la vacunacié (1).

Segons la literatura actual els genotips més frequientment aillats en les lesions cervicals
son el VPH 16 i el VPH 18. Estan associats amb el 70% dels cancers cervicals, el 50% de
les displasies cervicals d’alt grau i el 25% de les displasies cervicals de baix grau. Tot i
aixo, hi ha altres genotips de VPH d’alt risc com poden ser el VPH 26, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82, 70 i 85 que juguen un paper important en la patologia

cervical.

La infeccid persistent per VPH-AR és la principal causa de cancer de cervix. Un 70% de
les dones han estat infectades per VPH en algun moment de la seva vida, perdo només
un 15% desenvolupen malaltia. Es per aix0, que els tests VPH DNA sén molt utils en el
cribratge primari, en identificar els diagnostics falsos positius i la vigilancia post

tractament després d’una conitzacio (2).

El concepte i la terminologia de les alteracions premalignes de I'epiteli cervical, han
evolucionat paral-lelament al progrés del coneixement de la seva biologia i la seva
historia natural. Tal com ja hem esmentat actualment sabem que el factor etiologic del
cancer cervical és la infeccid persistent per VPH-AR. Classifiqguem les lesions cervicals
intraepitelials (SIL) en dos categories: baix grau (LSIL) i alt grau (HSIL). Aquesta divisié
en dos grups es justifica per I'evidencia que les LSIL corresponen basicament a
infeccions viriques, en general autolimitades i només excepcionalment progressen a

carcinoma, mentre que les HSIL corresponen a verdaders canvis premalignes.

El diagnostic d’una lesio de LSIL en una pacient obliga a la realitzacié d’una colposcopia
amb biopsia dirigida per descartar la presencia d’una lesié cervical d’alt grau subjacent
(CIN2+ que equival a CIN2, CIN3 o superior). Si es descarta la lesié d’alt grau es sotmet
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a la pacient a controls semestrals per valorar la regressio, la persistencia o I’evolucié de

la lesid.

L’evideéncia obtinguda en els darrers anys ha demostrat que aquestes lesions regressen
espontaniament en un 80% dels casos, fet que fa plantejar-nos un metode de cribratge

de les LSIL amb objecte d’identificar les lesions amb alt risc de progressio (3).

L'elevat nimero de dones diagnosticades de LSIL després del cribratge citologic
constitueixen una problematica no resolta. L’heterogeneitat d’aquest grup respecte al
verdader risc de desenvolupar un cancer invasiu, sovint motiva que un subgrup
d’aquestes pacients es vegin perjudicades dels efectes desfavorables d’un tractament
innecessari o d’'una conducta expectant amb el risc potencial de que les lesions

progressin fins desenvolupar un cancer.

A més a més, existeix un problema afegit: la correlacio entre la citologia amb lesié d’alt
grau HSIL i la lesié d’alt grau histologica no sempre son coincidents i oscil-len al voltant

de 45-50% segons diferents series (4).

Per tant, per aconseguir un test que tingui una elevada especificitat i sensibilitat a
nivell clinic, aquest hauria de detectar unicament aquells casos de LSIL que en un futur

evolucionaran a CIN2+.

D’altra banda, tant amb els test de deteccié de DNA del VPH com amb la tipificacid
viral, obtenim una elevada sensibilitat, de manera que no només es detecten
precogment un major numero de lesions d’alt grau, sind que també han permes que
I'interval de temps del cribratge sigui major en pacients negatives. Tot i aixo,
I'especificitat d’aquestes proves es baixa, sobretot si focalitzem en dones joves, amb

un augment de les proves complementaries i del seguiment d’aquestes pacients.

Per aquesta rad, I'aplicacié de diferents tests moleculars disponibles, entre ells I'Gs de
p16INK4a, el genotipat de determinats VPH, I'estudi de 'ARNm o la metilacié VPH
ofereixen futures perspectives de consolidar-se com a proves d’una sensibilitat alta,

mantenint una elevada especificitat (5).
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VIRUS DE PAPIL-LOMA HUMA

En la década dels anys 80, es va descriure la relacié entre la infeccié pel VPH i el cancer
de cérvix (6). A mitjans del anys 90 es va establir que el factor etiologic del cancer
cervical de cel-lules escamoses era el VPH (7) i més recentment, s’han identificat els
genotips del VPH que estan relacionats amb aquests i altres cancers com el cancer de

vulva, de vagina, de penis, anal o orofaringe (8).

Estructura del VPH
Els papil-lomavirus humans sén membres de la familia papovaviridae. Sén virus petits
d’ADN circular encapsulat d'aproximadament 8000 parelles de bases. Tenen una mida

d' aproximadament 55nm.

La seqiieéncia completa d’ADN de la majoria dels VPH ha estat descrita i presenta una
organitzacié genica similar. A diferéncia d’altres virus, les proteines sintetitzades
nomeés corresponen a la traduccié d’una sola cadena d’ADN viral. Aixo significa que els

ARN missatgers (ARNm) sén copies d’una sola cadena.

La seva estructura genomica és compartida pels més de 100 tipus sequenciats fins al
moment. El genoma del VPH esta organitzat en tres regions diferenciades: la regié

precog, la regio tardana i finalment la regidé no codificant.

HPV genome organization

URR E6 E7
Promoter and URR W \
enhancer elements =3

; ©
Viral ORI

Early genes
E1-Replication

E2-Replication and
transcription

E4
’ E4-Viral release

E2 ES-Immune evasion
L1-Major capsid protein ? E6-Binds p53
L2-Minor capsid protein E7-Binds pRB

Figura 1: Esquema del genoma viral del VPH (9)
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La regio preco¢ o també anomenada regié E (de la paraula anglesa Early) conté vuit
gens d’expressido preco¢ (E1-E8) els quals codifiquen proteines implicades en la
regulacié i replicacié viral. La regié tardana o regid L conté dos gens d’expressid
tardana (L1-L2) I'expressid de la qual genera les proteines per l'encapsulatge de la
coberta viral, la capside. Existeix una regié de control, denominada Long Control

Region (LCR) que és I'encarregada de controlar I’expressio dels gens E6 i E7 (10).

Els gens E1 i E2 estan involucrats en el control de la replicacié i transcripcié viral
respectivament. La funcié del gen E4 no és molt clara pero sembla que estaria
implicada en la maduracié de les particules virals. Els gens E6 i E7 presenten un paper
important en la replicacié i el manteniment d’un gran numero de particules virals
d’ADN en les cél-lules. Les proteines d’aquests gens immortalitzen i modulen la
transcripcié viral mitjancant la seva unié a p53 i al retinoblastoma (Rb) cel-lular. La

proteina del gen E5 juga un paper en la transformacié cel-lular.

Els gens de les regions L1 i L2 codifiquen per les proteines de la capside.

Les funcions particulars associades a cada gen, aixi com algunes de les seves

propietats.

* Immortalitza i és responsable de transformacié maligna

* Immortalitza i és responsable de transformacié maligna

* Regula la transcripci6 viral
o Cofactor de la replicacio viral

 Participa en la replicacio viral
* Manté la forma episomal del virus

 Baixa |'activitat de transformacié
 Traduccid

* Responsable de la codificaci6 de la capside

o Participa en la maduracié de les particules

Figura 2: Funcions principals de les proteines del VPH
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Tipus de VPH. Relacié amb la patologia oncogénica.

En l'actualitat s’han aillat més de 100 tipus de VPH i almenys 40 d’aquests tipus
infecten les mucoses ano-genitals. El reconeixement d’un nou tipus de VPH requereix

diferéncies de més del 10% en la seqliencia de parells de bases en els gens E6, E7 i L1.

Els VPH sdn especifics d’espécie. Presenten, a més, una gran especificitat de teixit i
localitzacié: la infeccid per aquests virus té lloc de forma exclusiva en epitelis de

revestiment (en especial I'epiteli escamos).

Existeixen més de 35 tipus de VPH que afecten de forma casi exclusiva I'epiteli de la

regidé ano-genital (8).

Segons la capacitat oncogénica, es classifiquen els VPH en tipus de baix (VPH-BR) i d’alt

risc (VPH-AR).

S’anomena VPH-BR aquells virus que tenen una capacitat de provocar cancer molt
baixa. Aquests tipus poden, a més a més, provocar condilomes, papil-lomes laringis i

papil-lomatosis respiratoria recurrent en nens i adults joves.

Els VPH-AR sén els que trobem amb major freqliencia associats a cancer de cervix. Els
estudis epidemiologics atribueixen variacions poblacionals importants en la prevalenga
i en la relacio causa/efecte dels diferents tipus virals. Els VPH tipus 16 i 18 es troben en
el 70% dels casos de lesions malignes (50 i 20% respectivament); 45, 31, 33, 52, 58 i 35
es troben en un 20% de les lesions, per la qual cosa existeixen 8 tipus virals que son els

responsables del 90% dels casos (8,11).

Taula 1: Classificacié epidemiologica del tipus de VPH(12)

‘ CLASSIFICACIO VPH ‘

VPH-AR 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 73 i
82

VPH POSSIBLE AR 26

VPH-BR 6, 11, 40, 42, 43, 44, 53, 54, 61, 62, 70, 71, 72, 81, 83, 84,
89iCP6108
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S’ha de tenir en compte que alguns tipus virals poden apareixer en lesions canceroses
com a resultat d’'una coinfeccidé i no ser els agents etiologics causals de la
transformacié tumoral. Les lesions neoplastiques cervicals, vaginals, vulvars i anals
s’associen amb freqiiencia amb lesions d’alt risc i en menor mesura amb lesions de

baix risc.

Historia natural de la infeccié per VPH

El cicle vital del VPH requereix infectar les cel-lules epitelials de la mucosa de la lamina
basal, probablement a través d’una petita ferida o abrasié de la zona. En les cel-lules
de la lamina basal, I'expressié dels gens virals esta fortament controlada per aquestes
cel-lules, tot i que hi ha una limitada expressié dels gens virals temprans E1, E2, E5 i
especialment E6 i E7. Aix0 dona lloc a una proliferacié de les cel-lules infectades. El
cicle vital de virus continua amb I'expressié dels gens virals tardans E4, L1 i L2 en les
cel-lules suprabasals. El genoma circular del VPH es replica llavors i dona lloc a
proteines estructurals. En les cel-lules superiors de I'epidermis les particules virals
s’acoblen i s’alliberen. Les proteines E1 i E2 estan involucrades en la replicacid i
segregacio del genoma episomal viral. La proteina E2 actua només com un activador
transcripcional de promotors virals a través de la seva habilitat per unir-se a
seqleéncies especifiques de la regid de control del VPH. Tot i aix0, en molts casos la
proteina E2 pot inhibir la transcripcid viral, ja que pot suprimir I’expressié de E6 i E7. El
gen E4 participa en la maduracio de les particules virals, mentre que E5 participa en les
primeres etapes de la infeccio, tot i que sembla que no juga un paper important en els
estadis finals de la malaltia. L'expressio dels gens virals E6 i E7 sOn els mes importants
en la transformacié maligna per la funcid de les seves respectives proteines que son
consistentment expressades en els cancers. Les proteines E6 i E7 immortalitzen i
modulen la transcripcié viral, unint-se E6 a p53 i activant la seva degradacio i la
proteina unint-se a Rb, una proteina supressora tumoral. Tot aixd condueix a una

inestabilitat cromosomica anormal i aneuploidia.
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Figura 3: Historia natural de la infeccié per VPH. Infeccid epitelial VPH (12)

Interaccid virus-hoste. Immunitat de la infeccié per VPH
La presencia de particules virals en la superficie de I'epiteli cervical i del tracte genital

inferior procedeix del contacte sexual amb una parella infectada. En la majoria de
situacions, aquestes particules virals sén eliminades de forma mecanica en ser
arrossegades durant la descamacié de l'epiteli estratificat, o bé pels agents de la
immunitat especifica, com els macrofags. En ambdds casos, aquestes particules virals
passen desapercebudes pels agents de vigilancia immune especifica i no provoquen

efecte citopatic ni resposta immunologica.

El primer pas per la infeccid cel-lular requereix el contacte de les particules virals amb
la seva area natural de tropisme, situada en el terg inferior de I'epiteli on es repliquen
les cel-lules basals. Aquest contacte es veu afavorit pels micro-traumes ocasionats en
la relacié sexual i per les caracteristiques favorables de I’epiteli com poden ser
I'ectopia i la metaplasia escamosa, freqlients en dones joves. En aquests nivells, els
agents de la immunitat inespecifica, fonamentalment inflamatoris i anticossos naturals
mediats per la immunitat innata, sén capacos d’eliminar una bona part de les
particules virals que colonitzen I'epiteli. En aquest cas, la resposta cel-lular pot produir

minimes alteracions a nivell histologic i no existeix resposta d’anticossos especifics. Un
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cop el VPH ha penetrat dins I'epiteli, és reconegut i capturat per les cel-lules
dendritiques o de Langerhans, que actuen com a cel-lules presentadores d’antigens

(CPA) i constitueixen la connexidé cel-lular entre el sistema immune innat i I'adaptatiu.

Com el VPH és un patogen intracel-lular estricte, requereix internalitzar-se en la cel-lula
hoste per tal que es consideri una infeccid verdadera. Aquest mecanisme és basic per
comprendre el mecanisme d’interaccié virus-hoste i és la base on es sustenta la

capacitat profilactica de les actuals vacunes anti-VPH.

La internalitzacio de les particules, requereix el reconeixement de les mateixes per un
receptor de la superficie de la cél-lula que a la seva vegada provoca un canvi

conformacional superficial que permet I'endocitosi de les mateixes.

Un cop s’ha produit la internalitzacié en la cel-lula, tots els mecanismes d’anticossos
naturals o vacunals son inutils per resoldre la infeccid, sent en individus competents la

immunitat cel-lular 'encarregada d’eliminar el conjunt de cel-lules infectades.

En casos on la immunitat cel-lular no sigui competent, la persisténcia del virus fara

apareixer canvis cel-lulars acumulatius derivats dels errors intrinsecs cel-lulars (13).

Evasid tumoral, persistencia de la infeccio viral

Molts virus son capagos de mantenir infeccions a llarg termini sense efectes citopatics,
perd amb produccié de virions, bé de forma cronica o bé amb reactivacions

productives intermitents.

La persistencia de la infeccid viral requereix I’evasio de la deteccié i I'eliminacid de les
cel-lules virals pel sistema immune. Aquests processos d’evasié poden produir-se per
diferents vies; en certs casos els virus presentaran antigens de superficie molt variables
que condueixen a la sintesi d’'un excés d’anticossos no neutralitzants, que poden
arribar a interferir amb els realment neutralitzants. Un altre mecanisme d’evasio ha
estat observat en certs tumors en els que la resposta immunitaria és evitada
mitjangant la deplecié de I'expressié de molecules del complex d’histocompatibilitat
principal (MHC). Aquest mecanisme d’evasidé s’evidencia fonamentalment en aquells
tumors en els que no es pot mimetitzar la presencia d’antigens de superficie, per ser

necessaris pel manteniment del fenotip tumoral.
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La incapacitat del sistema immune per resoldre la infeccié en un termini de temps curt
o mig, generalment menor de dos anys augmenta les possibilitats que existeixi un dany
cel-lular continuat i com a consequiencia un procés de susceptibilitat a la neoplasia. La
persisténcia d’infeccid per sobre d’aquest termini consisteix un factor de risc

demostrat i necessari per la transformacio cel-lular (13).

Infeccions productiva, transformant i latent

Una vegada el virus ha aconseguit internar-se a la cel-lula que ha de servir com a hoste,
emprara la maquinaria biologica d’aquesta per desenvolupar un cicle vital que i
permeti la seva replicacié i disseminacio, originant una infeccio productiva. El temps de
replicacid, la seva cineética, la seva capacitat d’interaccionar amb proteines cel-lularsii la
possibilitat de destruccio del seu hoste dependran, no només del tipus o subtipus del
virus, sind també de les interaccions amb I'entorn. La capacitat dels VPH de bloquejar
la funcid de les proteines p53 i Rb, ambdues reguladores del cicle cel-lular amb una
funcié supressora tumoral, és exclusiva dels tipus d’alt risc i requereix una
permissivitat immunologica i en molts casos, complexes processos d’integracid viral i
interrelaci6 amb altres proteines del cicle cel-lular, que donara lloc a la infeccid

transformant.

Tant el reconeixement de la infeccié viral per la cel-lula hoste com el tropisme especific
de cada subtipus viral determinaran els efectes citopatics en els teixits especifics. Per
aquesta rad, podem diferenciar entre infeccid latent, que no mostrara els seus efectes
durant llargs periodes de temps, i infeccid productiva amb efectes citopatics
practicament immediats. Podem classificar de forma diferent en funcié d’aquests
parametres el nivell immunogenic o antigenic de cada virus, cosa que servira de base

de coneixement per la construccié de vacunes profilactiques o terapéutiques (13).

En el cérvix uteri i altres organs s’han identificat lesions intraepitelials que representen
passos intermedis en el procés pel qual les cel-lules evolucionen des de la normalitat
fins adquirir canvis premalignes. Aquesta evolucié de I'oncogenesis en multiples fases
és consequencia de successives alteracions genetiques desencadenades per la

desregulacié del cicle cel-lular derivada de la infeccié per VPH d’alt risc (VPH-AR).
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Una cel-lula no infectada i competent en les seves funcions té un estricte mecanisme
de control que s’encarrega d’iniciar el cicle cel-lular i reparar ’ADN préviament a cada
divisio cel-lular evitant que els errors genetics, inherents al procés de replicacio i

afavorits per certs cofactors com el tabac, s’acumulin en el genoma cel-lular.

Cada canvi genetic és detectat per un complex sistema de control del cicle cel-lular i
reparat amb la mediacid de proteines com p53 y Rb. La presencia de seqliencies
genomiques dels VPH d’alt risc és considerada pel sistema de control del cicle cel-lular
com un esdeveniment irreparable i la cel-lula infectada és conduida a la apoptosis. El
fet de que el sistema de control provoqui la mort cel-lular amb tot el seu contingut
viral ha conduit al desenvolupament d’una estrategia defensiva, per part del VPH-AR,
encaminada a I'evasié d’aquest procés de control cel-lular en les cel-lules afectades, les
consequencies de la qual porten a una transformacio neoplasica i per tant I'evasio de

la destruccio cel-lular.

Els VPH infecten les cél-lules basals de I'epiteli cervical i aprofiten el procés de
diferenciacié de I'epiteli per sintetitzar les proteines que |i permetran originar noves
particules viriques. Les cel-lules epitelials infectades activen el seu mecanisme de
defensa que consisteix en una revisié de la sequéencia d’ADN abans de dividir-se.
Aquest esta dirigit per una seqliencia de proteines entre les quals es destaca la p53iila
proteina retinoblastoma (Rb). Quan la cél-lula localitza I’ADN viral, en un procés
perfectament regulat, intenta reparar l'error, i donat que aquest ADN és
excessivament gran com per ser eliminat, p53 i Rb dirigeixen la cél-lula cap a una mort
cel-lular programada per apoptosis, evitant aixi que la cel-lula serveixi de propagadora
d’infeccié. Els tipus de VPH-AR es protegeixen d’aquest mecanisme cel-lular
sintetitzant unes proteines que bloquegen el sistema de defensa cel-lular. La traduccio
dels gens E6 i E7 donara lloc a la sintesi de les proteines E6 i E7 que respectivament
seran capaces de bloquejar a p53 i Rb del cicle cel-lular i evitar la mort de la cél-lula per

apoptosis, utilitzant-la com a centre de produccié de particules virals (12-15)
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VIRUS DE PAPIL-LOMA HUMA | CANCER DE CERVIX

Un dels descobriments més importants en la investigacié etioldgica del cancer dels
ultims 25 anys ha estat la demostracio de la relacié causal entre la infeccid persistent
de determinats genotips del Virus de Papilloma Huma (VPH) i el posterior

desenvolupament del cancer de cervix.

Breast Breast 370 Breast 19.0

Corvix uteri Cerviz uteri Cervix uteri

Thyroid Thyresd Thyroid

Ovary Melanoma of skia Ovary

Colorectum (a) Ovary Colorectum(a)

Corpas uteri Colorectom(a) Levkacmia

Leaksemis Coepes uterl Corpes utert

Brain, nervoes system Hodgkin lymphoma Brain, nervous system

Noa-Hodgkin lymphoma(h) Hrain, nervous system Stomach

Lung Non-Hodgkin lymphoma(b)

Non~Hodgkin lymphoma(bh)

1

More developed regions Less developed regions

Figura 5: Comparacio de la freqiiéncia dels cancers en dones de 15 a 44a, en el mén, paisos
desenvolupats i paisos en vies de desenvolupament (16)

El cancer de cervix és el segon cancer més comu i letal a nivell mundial amb
estimacions de 527.624 casos/any i unes 265.000 morts/any. Més del 80% dels cancers
cervicals diagnosticats i les morts relacionades succeeixen en paisos en vies de

desenvolupament (17).

Figura 6: Tasa d'incidéncia estandaritzada de cancer de cérvix per edat al moén (18)
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A Europa es diagnostiquen 58.373 cancer de cérvix anuals, i el cancer cervical presenta
una incidéncia baixa (menor a 11,4/100.000) mentre que en paisos en vies de

desenvolupament, la incidéncia és superior a 30/100.000.

A Espanya, la incidéncia del cancer cervical és una de les més baixes d’Europa,
concretament 7,8/100.000 habitants amb 2.511 nous cancers diagnosticats anualment
(dades del 2012). El cancer de cervix representa la desena causa de neoplasia en les
dones i si ens fixem en el subgrup de dones d’entre 15 i 44 anys el situem en segona

posicid.
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Figura 7: Ranquing del cancer cervical versus altres tipus de cancer a nivell mundial, en totes
les dones i dones de 15 a 44 anys (17)

El cancer de cérvix és la tercera causa de mortalitat en totes les dones a nivell mundial,
pero si ens fixem en dones d’entre 15 i 44 anys, el situem en segona posicid. Si
establim un ranquing entre els diferents paisos, molts paisos d’America del Sud, Russia
i gran part del continent africa el situen com a primera causa de mort en dones d’entre

15i 44 anys.
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A Espanya s’estima que I'any 2016 es van produir 848 morts per cancer de cervix, amb
una mortalitat de 2,1/100.000 habitants. Es la tretzena causa de mort en dones de
totes les edats i tercera causa de mort si ens fixem en les dones d’entre 15 i 44 anys

(16).
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Figura 8:Incidéncia del cancer cervical i mortalitat a Espanya per edat (19)

Prevalenca de la infeccid per VPH a Espanya, Europa i el mon.

La infeccidé per VPH és la malaltia de transmissidé sexual més frequent a nivell mundial.
S’identifica frequentment en el tracte genital masculi i femeni sense lesions cliniques.
La seva prevalenca és molt elevada en homes i dones sexualment actives, i evoluciona

de forma natural cap a la curacié espontania en el 80% dels casos.

Es dificil fer estimacions del volum de dones portadores de VPH i de les lesions
associades. Una aproximacid de la prevalenca d’ADN de VPH en la poblacié femenina
oscil-laria entre el 5% i el 10% en els paisos desenvolupats i unes xifres lleugerament

superiors al 15% en paisos en vies de desenvolupament.
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La prevalenca d’ADN de VPH també varia en funcié dels grups d’edat. En la segona
decada de la vida s’estima una prevalenca entre el 20-25%, pero en alguns grups
d’adolescents la infeccid pot arribar a afectar fins al 70% dels individus. A partir de la

tercera decada comenca a disminuir considerablement i a partir dels 35anys es manté

estable en uns valors proxims al 5-10%.(8,18,19)

Taula 2: Prevalenga d'infeccio per VPH en dones amb citologia normal a
Espanya i comparativament a Europa i al mén (29,144)

Pais/Regio Dones examinades Prevalencga del VPH (%)
Espanya 4.018 9,0 (8,1-9,9)
Europa 41.726 9,7 (9,69-9,9)
Mon 436.430 11,4 (11,3-11,5)

Distribucid i prevalenca dels diferents genotips del VPH a nivell mundial,

Europa i Espanya

En dones amb citologia normal, els cinc genotips més freqlents a nivell mundial per

ordre son el VPH 16, el VPH 18, el VPH 31, el VPH 58 i el VPH 52, representant entre

tots el 50% de totes les infeccions per VPH.

18.9 19.4
10.2 a 10.2
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6.2
6.0
49
4.5
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4.1
4.0

19.3

HPV-type

Low-grade lesions

Figura 9: Prevalenga del VPH en lesions de baix grau a nivell mundial, paisos en vies de
desenvolupament i paisos desenvolupats
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La positivitat global per VPH en les lesions intraepitelials de baix grau (LSIL) oscil-la
segons els diferents estudis entre 29% i el 100%. La darrera revisio de I'Institut Catala
d’Oncologia (ICO) , actualitzada I’abril d’aquest any, determina que, a nivell mundial el
VPH tipus 16 és el més freqlient en aquestes pacients (19,3%), seguit del VPH 52
(8,9%), VPH 51 (8,8%), 31 (7,7%), 53 (7,3%), 66 (6,9%), 58 (6,7%), 56 (6,6%) i 18 (6,5%).
El VPH tipus 16 va ser el tipus més prevalent a nivell mundial, tot i que la representacid

del VPH tipus 18 va presentar una variabilitat significativa (8,19-21).

A destacar, que en paisos en vies de desenvolupament el VPH tipus 18 té una
prevalenga major i que la determinacié de VPH 31 és molt menor. En els paisos
desenvolupats, la deteccid del VPH tipus 31 esta en tercera posicid, i la deteccié de

VPH torna a disminuir fins a la vuitena posicid.

A continuacié observem les prevalences de les lesions cervicals de baix, alt grau i

cancer cervical a Espanya:
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Figura 10: Distribucio dels 10 genotips de VPH més freqiients en dones amb citologia normal,
lesions de baix grau, lesions d’alt grau i cancer de cérvix a Espanya(16)

La figura anterior mostra la prevalenca del VPH especific per pacients amb citologies

normals, lesions de baix grau, lesions d’alt grau o cancer cervical a Espanya. Aixi, en les
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lesions cervicals de baix grau, observem que el genotip més freqlientment aillat és el
VPH 16 (18,5%), seguit del VPH 53 (12,8%), VPH 66 (11,6%), VPH 52 (9,6%), VPH 51
(7,8%), VPH 31 (7,3%), VPH 56 (7,2%), VPH 35 (6,0%), VPH 58 (5,6%) i VPH 18 (5,4%)
(17).

Un exhaustiu meta-analisi de 53 estudis publicats fins al febrer de 2002 va incloure un
total de 4338 casos de lesions intraepitelials d’alt grau (HSIL). Els tipus de VPH més
comuns identificats sén, per ordre descendent de prevalenca, els VPH 16, 31, 58, 18,
33, 52, 35, 51, 56, 45, 39, 66 i 6. Els vuit tipus més comuns en el cancer de céervix,
exceptuant la menor frequéncia del VPH 18 i la absencia del VPH 45. El VPH tipus 16 és

el tipus més comu en les HSIL en totes les regions mundials incloses a I’analisi (22).

En dones amb cancer de cérvix, els genotips de VPH més freqlients a nivell mundial sén
el VPH 16, el VPH 18, el VPH 58, el VPH 33, el VPH 45, el VPH 31, el VPH 52 i el VPH 35,
gue representen el 91% del total de casos de cancer invasor. A Europa, el VPH 16
representa el 60% dels casos de cancer invasor, seguit del VPH 18 (10-15%) i el VPH 33
(5%). A Espanya, el VPH 16 representa prop del 50% dels casos de cancer de cérvix,

seguit del VPH 31 (5%), el VPH 18 (4%), VPH 45 (4%) i el VPH 33 (3%) (8,19,22,23).

El continent africa és la zona amb major prevalenga d’infeccié per VPH (22%), sent les
dones africanes les que tenen més risc de desenvolupar un cancer de coll uteri per ser
les que segueixen menys el cribratge. L'edat precog d’inici de relacions sexuals amb
homes adults, homes amb multiples parelles, les pobres condicions higieniques i la
infecciod per VIH poden ser alguns dels factors que expliquen I'alta prevalenca de VPH

en aquesta zona.

Transmissio de la infeccié per VPH

Tant I’home com la dona poden ser portadors asimptomatics de la infeccio per VPH. El
virus es transmet amb facilitat per contacte sexual a través d’erosions minimes
produides en el moment del coit. Els organs més susceptibles de ser infectats son el

cervix uteri i la linia pectinia del canal anal.
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Tot i que sabem que la transmissid coital és la via més frequent, degut al trauma del
coit, s’han estudiat altres mecanismes de transmissio, com pot ser la via materno-fetal

o per fomites.

El fet que existeixi una freqiiencia major de carcinomes al cervix uteri és degut a la
presencia d’una zona de transformacié en la unié escamocolumnar, zona molt

inestable on existeix un canvi continu de I'epiteli glandular a escamos.

Els VPH aprofiten la dinamica cel-lular per replicar-se i en el cervix es beneficien de la
maduracié de I'epiteli metaplasic per expressar els seus gens de forma seqliencial. En
primer lloc, en les capes basals, els gens precocos i després en les capes superficials
més diferenciades s’expressen les seves proteines tardanes (L1 i L2), que formen la
capside i permeten I'ensamblatge de les noves particules virals que s’alliberen i

repeteixen el cicle infeccids.

Cofactors d’adquisicio

El procés de carcinogenesi cervical suposa la implicacié d’una serie d’esdeveniments, el
més important dels quals és I'activitat sexual, ja que és I'esdeveniment que permet
I’entrada del VPH en les cel-lules basals de I'epiteli cervical. Si la infeccio inicial no es
resol i es fa persistent, pot iniciar-se un procés d’oncogenesi que pot induir lesions
escamoses intraepitelials (CIN) de diversos graus (CIN1, CIN2, CIN3/carcinoma in situ),
moltes d’elles reversibles. Es important destacar que les taxes de regressié de les
lesions de CIN sén molt elevades. El 70% de les lesions en estadis inicials (LSIL/CIN1)
regressen en el primer any i el 80% de forma acumulada en el segon i aconsegueixen
eliminar la infeccid i normalitzar I'epiteli cervical. Només el 20% de les lesions CIN2+

regressen a la normalitat.

En la infeccid per VPH i el procés de carcinogénesi intervenen una série de factors i
cofactors, alguns dels quals afavoreixen la regressio de la malaltia mentre que d’altres
modulen la progressid de la mateixa. Els factors de risc que augmenten la probabilitat
d’adquirir i infectar-se per VPH son I'edat precog de les relacions sexuals i el nUmero
de parelles al llarg de tota la vida. L'Us sistematic del condé i la circumcisié masculina

s’han identificat com factors que el disminueixen (24).
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Risc de progressid. Cofactors

Tot i que la infeccid per VPH és molt frequent, la majoria de pacients fan I'aclariment

de la malaltia. Per tant, és necessaria la presencia d’altres cofactors que intervinguin

en la carcinogenesi un cop instaurada la infeccio.

Existeixen tres grups de cofactors potencials:

Cofactors mediambientals:

O

O

Paritat: Diversos estudis associen paritat elevada i cancer cervical. El
motiu d’aquesta associacié podrien ser els factors hormonals associats a
I'embaras, el traumatisme cervical el moment del part o la major
persisténcia de la zona de transformacio exocervical (25).
Anticonceptius hormonals: L’Us a llarg termini dels anticonceptius orals
podria augmentar el risc de cancer de cérvix (26).
Tabac: El tabaquisme és un dels factors ambientals més uniformement
identificats amb el risc de patir lesions precanceroses i cancer cervical.
En dones infectades per VPH, el tabac és el cofactor més important de
progressio, amb un augment del risc de 2-4 vegades més que les no
fumadores (27).
Immunosupressié: La resposta immunologica deficient al VPH
predisposa a la persisténcia de la infeccio (28).
= |mmunodepressid iatrogenica: les pacients trasplantades que
reben terapia immunodepressora tenen major risc d’infectar-se
pel VPH i de desenvolupar un CIN
= |mmunodepressio per VIH: les dones amb VIH contrauen més
facilment la infeccidé per tipus de VPH d’alt risc i tenen un risc
augmentat de lesions intraepitelials i cancer. El VIH altera la
historia natural del VPH, provocant un comportament més
agressiu i amb més recidives.
Infeccions associades: les dones amb coinfeccid per VPH i VHS-2 o
Chlamydia trachomatis sembla que tenen una major prevalenca de
cancer cervical. Aquest fet també podria estar relacionat amb I'alteracié

de la immunitat local (29).
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Cofactors virals

o Genotip viral: El VPH-AR tenen més risc de desenvolupar malaltia
cervical. Els VPH més freqlientment implicats en el desenvolupament
del cancer cervical sén el VPH tipus 16 i 18 provocant fins el 70% dels
cancers (30).

o Carrega viral: Es un marcador de malaltia persistent. Una carrega viral
elevada implica una major probabilitat d’integracié de I’ADN viral en el
genoma de I'hoste. Tot i aix0 és discutible la utilitat de la carrega viral
per pronosticar I'evolucié a cancer ja que s’han trobat casos de
neoplasies invasores amb carrega viral baixa. A més a més, la
guantificacié de la carrega viral depén en molts casos, de la presa de la
mostra (31).

o Integracié: La integraci6 de I'ADN viral en 'ADN de [|'hoste és
determinant en la transformacié maligna. Hi ha estudis que suggereixen
la capacitat del VPH tipus 16 pot induir la transformacié maligna sense
que hi hagi integracio (32).

o Coinfeccié per diferents tipus de VPH: Podria augmentar el risc de
progressio.

Cofactors de I’hoste

Les variacions genetiques individuals dels gens relacionats amb la resposta
immunitaria, humoral i cel-lular poden influir en la persistencia de la infeccio

per VPH i la seva progressio a cancer.
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ESTRATEGIES DE PREVENCIO DEL CANCER DE CERVIX

La prevencié del cancer de cérvix és un dels aspectes més importants de la ginecologia
preventiva. L'objectiu principal d’un metode de cribratge és la reduccié de la mortalitat
per CCU, reduccié de la incidencia de cancer invasor i microinvasor, descens de la
incidencia de CIN3 i augment de les taxes de deteccido de CIN3+. A més a més, ha
d’evitar la deteccio de lesions cervicals no progressives que suposa un sobrediagnostic

i per tant evitar tractament innecessaris i disminuir els costos (33).

Actualment, disposem de dues estrategies de prevencid; primaria mitjancant la

vacunacio o secundaria mitjangant els programes de cribratge de cancer de céervix.

PREVENCIO PRIMARIA: VACUNACIO

La prevencié primaria consisteix en realitzar una actuacid abans que aparegui la

malaltia, sobre els factors causals i de risc modificables que influeixen en la etiologia.

La vacunacio contra el VPH es va incorporar al calendari de vacunacions sistematiques
de Catalunya l'any 2008, seguint una estratégia consensuada amb la resta de
comunitats autonomes i I'Estat al Consell Interterritorial del Sistema Nacional de Salut

(Cl del SNS).

Disposem de dues vacunes profilactiques contra el VPH. Aquestes vacunes estan
compostes per particules semblants als virus natius (VLPs). Es tracta d’estructures
esferiques conformades a partir de la propietat d’ensamblatge de la proteina L1, gen
estructural immunogen major de la capside viral, obtinguda per recombinacié genética
al laboratori. No sén infeccioses perque els hi falta ADN del VPH. Tenen una morfologia

similar als virions i no tenen capacitat infectiva, replicativa ni oncogenica.
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Taula 3: Diferéncies entre les dues vacunes contra VPH(37)

‘ Caracteristiques

Laboratori GlaxoSmithKline MerckResearchLaboratoris
Sanofi Pasteur/MSD

Nom comercial Cervarix® Gardasil®

Principi actiu VLPs : 16, 18 (20ug, 20pg)  VLPs: 6, 11, 16, 18 (20ug,

40pg, 40ug, 20ug)
Sistema d’expressio de la | Baculovirus que utilitza A Saccharomyces cerevisiae
proteina L1 cél-lules Hi-5 Rix4446 | CANADE 3C-5

derivades de Trichoplusia

Adjuvant Formulacid AS04: 500 pg 225ug d’hidroxifosfat
d’hidroxid d’alumini i 50 @ sulfat d’alumini amorf

ug de monofosforil lipid A

Indicacions de la vacunacio:
Nenes de 9 a 14 anys: Maxima prioritat pel seu maxim potencial preventiu.
Dones fins a 25-26 anys: Alta prioritat per I'evidencia de I’alt potencial preventiu.

Dones de 27 a 45 anys: No és eficient la vacunacié des de la perspectiva de Salut
Publica, per tant hem d’individualitzar cada cas. Tot i aixd multiples estudis demostren

gue la majoria de dones sexualment actives podrien beneficiar-se per la vacunacié.

Homes: Aprovada en nens de 9 a 15 anys i en la proteccid de berrugues genitals i anals

i AIN en homes homosexuals fins als 26 anys.
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Taula 4: Régim de vacunacié en funcié de la vacuna administrada
‘ GARDASIL CERVARIX

De 9 a 13 anys (inclos) De 9 a 14 anys

Administracio seguint pauta de 2 o 3 dosis (0 Administracio seguint pauta de 2 dosis (0, 5-
i 6 mesos; 0, 2 i 6 mesos) 13 mesos)

A partir de 14 anys A partir de 15 anys

Administracio seguint pauta de 3 dosis (0,2 i | Administracio seguint pauta de 3 dosis (0, 1i

6 mesos) 6 mesos

La vacunacié a Catalunya té una cobertura de 74,7% en nenes de 12a, cobertura del

3,5% en dones de 25 a 45 anys.
Caracteristiques de les vacunes

La duracio de la proteccié és desconeguda. A dia d’avui, els estudis indiquen que les

vacunes son efectives i no existeix disminucid de la proteccid, podria se de per vida.

Ambdues vacunes sén altament immunogenes, segures i eficaces contra les lesions
preneoplasiques del tracte genital inferior femeni, mantingudes en el temps de la mig
post-vacunacié. Com a efectes secundaris, els més freqlients sén els simptomes locals
com dolor eritema i inflor, d’entre els simptomes generals, els més freqlients son la

cefalea i la fatiga.

La vacuna tetravalent ofereix eficacia front les berrugues genitals en dones i homes i
contra lesions precursores del cancer anal en homes. Ambdues vacunes presenten
algun grau de protecciéd creuada contra els tipus no vacunals (especialment la
bivalent). Aixo és degut a que I'adjuvant general una resposta immunitaria cel-lular i

sistemica.

La vacunacio sistematica té la poténcia de reduir en 2/3 parts el nUmero de morts per
cancer de céervix al mén, en el cas que es vacunessin totes les dones i si la vacuna
tingués una proteccid de llarga durada, fet que encara desconeixem degut a la

comercialitzacio relativament nova de les vacunes.
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Vacuna nonavalent

El Gardasil 9 és una vacuna nonavalent recombinant adjuvada no infecciosa. Esta
preparada a partir de particules similars al virus (VLPs) altament purificades de la
proteina L1 de la capside major de 9 tipus de VPH (6,11,16,18,31,33,45,52 i 58).
S'utilitza el mateix hidroxifosfat sulfat d’alumini amorf com adjuvant de la vacuna
Gardasil. Les VLPs no poden infectar cel-lules, reproduir-se ni causar malaltia. Es creu
que l'eficacia de les vacunes de VLP L1 esta mediada pel desenvolupament de la

resposta immune humoral.

Basant-se en estudis epidemiologics, es preveu que Gardasil 9 protegeixi front els tipus
de VPH que causen aproximadament: el 90% dels cancers cervicals, més del 95% dels
adenocarcinoma in situ (AlIS), el 75-85% de les neoplasies cervicals intraepitelials
(CIN2-3) d’alt grau, el 85-90% dels cancers vulvars relacionats amb el VPH, el 90-95%
de les neoplasies vulvars intraepitelials (VIN2-3) d’alt grau relacionades amb el VPH, el
80-85% dels cancers vaginals relacionats amb el VPH, el 75-85% de les neoplasies
vaginals intraepitelials (VaIN 2-3) d’alt grau relacionats amb el VPH, el 90-95% dels
cancers anals relacionats amb el VPH, el 85-90% neoplasies anals intraepitelials (AIN2-

3) d’alt grau relacionats amb el VPH i el 90% de les berrugues genitals (34,35).
La indicacié de Gardasil 9 es basa en:

e Immunogenicitat no inferior entre Gardasil 9 i la vacuna Gardasil en nenes de 9
a 15 anys d’edat, dones i homes de 16 a 26 anys. L'eficacia front la infeccid
persistent i malaltia relacionada amb els VPH 6,11,16 i 18 és comparable a la
vacuna antiga de Gardasil.

e Demostracio de I'eficacia front la infeccid persistent i malaltia relacionada amb
els tipus 31, 33, 45, 52 i 58 de VPH en nenes i dones de 16 a 26 anys d’edat
(36).
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Factors de risc

Multiples estudis han estudiat els possibles factors de risc, tant d’adquisicié de la
infeccidé per VPH, com de persisténcia. En la prevencié primaria és important incidir en

els factors de risc per tal d’intentar disminuir el risc de contagi.
Entre els factors de risc d’adquisicié del VPH ens trobem:

= Inici precog de les relacions sexuals

= Adquisicié de nous companys sexuals

= Interval curt entre companys sexuals

= Numero de companys sexuals

= Company sexual masculi de risc

* Us no sistematic de preservatiu

= Coinfecci6 amb altres malalties de transmissié sexual com la Chlamydia

Trachomatis i I’Herpes simple Il.

Entre els factors promotors en la transicié d’infeccié VPH a lesio precursora:

=  Multiparitat
= Tabaquisme
= Contraceptius hormonals

= Altres malalties de transmissio sexual

Existeixen, d’altra banda, factors protectors front la infeccié per VPH com pot ser la
circumcisié masculina, la utilitzacié de DIU, la participacidé en programes de cribratge i

la participacié en programes de vacunacié.

Una bona prevencidé primaria obliga a fer una promocié de la salut, tot incidint en
aquells factors de risc, tant d’infeccié per VPH com per persisténcia de la mateixa un

cop I’"hem adquirit.
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PREVENCIO SECUNDARIA: METODES DE CRIBRATGE

El cancer de coll d’uter és la segona neoplasia més freqiient en el mén en les dones
d’entre 15 i 44anys. El cribratge de dones sanes mitjangant citologia cervical ha
demostrat clarament la seva eficacia, donat que la seva aplicacié de forma adequada i
sistematica en determinats paisos ha aconseguir reduir en un 70-80% la incidencia i
mortalitat per cancer cérvix uteri (CCU). Aquest benefici es deu a la deteccié de lesions
premalignes asimptomatiques, el diagnostic de les quals i el seu conseqlient

tractament evita la progressio a carcinoma invasor ((37).

En les darreres decades, multiples estudis han demostrat que el VPH és I'agent causal

de practicament tots el cancers de cérvix i de les seves lesions precursores (6,38,39).

Un numero limitat de genotips de VPH han estat implicat en la carcinogenesi del
cancer. Aixi els VPH tipus 16 i 18 son els responsables del 70% de cancers a nivell
mundial. Tot i aixo, més del 90% de les infeccions sén transitories i per tant irrellevants

des del punt de vista oncogeénic.

Durant els primers anys de vida sexual, s’observa una elevada incidencia d’infeccié per
VPH, pero la majoria de lesions son transitories i desapareixen espontaniament. Les
dones majors de 30anys experimenten una clara disminucid de la prevalenca
d’aquestes lesions, pero el percentatge d’infeccions en aquestes dones és més
persistent, fet que explica un major risc i incidencia de lesions precursores a partir
d’aquesta edat. Per tant, les proves de deteccié del VPH constitueixen un marcador
molt sensible i preco¢ del risc de cancer de cervix i de les lesions precursores,

especialment en dones majors de 30 anys.

En els darrers anys, la majoria de societats cientifiques han inclos en les seves
recomanacions les proves de deteccid del VPH en diferents ambits de la prevencié
secundaria del CCU (pacients mal cribades, posttractament, seleccié de conducta en

citologies anormals)

La European Guidelines for quality assurance un cervical cancer screening, publicada
I’any 2010, recomana una politica de cribratge pels paisos europeus (40). EI CCU és un

problema de salut a nivell mundial amb 500.000 casos nous detectats, dels quals més
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d’'un 80% es detecten a paisos en vies de desenvolupament. A la unié europea, es
diagnostiquen anualment 34.000 nous casos i més de 16.000 morts son secundaries a

aquesta neoplasia (40).

La baixa incidéncia en paisos industrialitzats es deu, en part, a I'efectivitat dels
programes de cribratge organitzats, que han aconseguit un increment de la deteccié
de les lesions invasores en estadis precocos i a la deteccié o tractament de les lesions

precursores, disminuint la seva incidéencia.

Tecniques de cribratge

La introduccid de la citologia cervical per la prevencid del cancer de cervix ha estat un
dels esdeveniments més significatius en la reduccié del CCU. En alguns paisos amb
cribratge poblacional s’ha vist reduida la seva incidencia fins al 70%. Tot i aixo, la
citologia és un metode amb baixa sensibilitat i especificitat. Aquestes xifres justifiquen
un exhaustiu control de qualitat i la necessitat de repetir la presa citologica

freqlientment.

Tasa de incidencia ajustada por edad

Brazil -= UK

0- 5- 10- 15- 20- 25- 30- 35- 40- 45- 50- 55- 60- 65- 70- 75- 80- 85

Figura 11: Efecte del cribratge sobre la incidéncia de cancer de cérvix (sense cribratge, Brasil-
Cribratge poblacional, UK) (41)

Les limitacions dels cribratge citologic sén:

= Lainassistencia al programa de cribratge

= Els resultats depenen de la qualitat de la presa

* Esun meétode d’interpretacié subjectiu

= Lalectura monotona pot causar errors d’interpretacio
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= Baixa sensibilitat per CIN2+, requereix repeticio del cribratge
= Baixa especificitat, molts diagnostics de citologies ASCUS/LSIL
= No detecta bé les lesions glandulars precursores

= No disminueix la incidencia d’adenocarcinoma

= Requereix un seguiment estricte després d’un resultat anormal
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Figura 12: Repercussio de la cobertura de cribratge sobre la incidéncia de cancer cervical. Introduccio de la
trucada i retrucada(42)

La sensibilitat per detectar CIN2+ és molt variable en els diferents estudis, amb una
mitja de 57,5% (limits: 18,6%, 76,7%) en els estudis més recents de laboratoris

europeus i americans, poc acceptable per un test de cribratge.
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Figura 13: Sensibilitat de la citologia per detectar lesio cervical
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Donat que la citologia Unica té una sensibilitat limitada per detectar CIN2+, la repeticid
periodica del cribratge citologic corregeix aquest deficit. La sensibilitat depen
directament de la qualitat de la mostra obtinguda en la presa, la lectura monotona
dels frotis i la seva interpretacio subjectiva, que expliquen la baixa reproductibilitat de

la prova.

L'especificitat de la citologia per la deteccié de CIN2+ és, tanmateix, suboptima ja que,
tot i que en estudis descriuen xifres de fins al 95,5% (43), aix0 succeeix a expenses d’un

augment del numero de falsos positius (FP).

La baixa reproductibilitat i sensibilitat de la citologia ha portat a plantejar-nos el paper
del VPH en la prevencié secundaria, ja sigui associat a citologia (co-test) o com técnica
inicial de cribratge. Multiples estudis han demostrat que la prova de VPH és més
sensible per la deteccié de CIN3, tot i que la seva especificitat, i per tant el VPP son
menors, especialment en el grup de dones joves menors de 30anys, on la prevalenca

d’infeccid transitoria és alta (44).

ESTUDIOS COMPARANDO EL TEST DE VPH CON LA
CITOLOGIA EN CRIBADO POBLACIONAL
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Figura 14: Comparacié de la deteccié de VPH amb la citologia en el cribratge de HSIL/cancer
de cérvix(45)
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Nombrosos estudis ens demostren que la deteccié del VPH-AR és més sensible en la
deteccié de CIN2+, perdo menys especific. Aixo0 és degut al caracter transitori de les

lesions cervicals de baix grau.

Per tal que el test del VPH pugui ser utilitzat correctament en el cribratge s’han de
seguir unes directrius que minimitzin el numero de falsos positius clinics i falsos
negatius clinics. Els dos tests validats per la deteccié de VPH (HC2 i PCR) han demostrat
sensibilitats  cliniques del 90-95% per CIN2+ en multiples estudis, per0 una
especificitat baixa (87%) degut al caracter transitori de moltes de les infeccions per

VPH.

En general, en qualsevol prova de cribratge la primera prova a realitzar sempre ha de
ser la més sensible i, si és positiva, realitzar una prova que augmenti I'especificitat de
la prova. El subgrup més conflictiu és en dones menors de 30 anys, on la prevalenga

arriba fins al 30% i la deteccio per VPH-AR no estaria indicada.

El desenvolupament de noves técniques moleculars tenen com a objectiu discernir
entre aquelles pacients que presenten un veritable risc, de les que no. Existeixen tres
possibles tecniques moleculars acceptades per calcular el risc d’evolucié a CIN2+ un
cop tenim el VPH-AR: genotipat VPH 16 i 18 (Cobas 4800 ®), tincié dual (CINTec Plus ®)
i deteccid ARNm E6/E7 (Aptima ©).

Situacio actual a Catalunya

A Catalunya, el programa de cribratge és oportunista i la poblacié diana sén dones
entre 25 y 65 anys. Es recomana citologia cada 3 anys després de dos citologies
valorables amb resultat negatiu en l'interval d’'un any. La determinacié del VPH es
realitza en casos d’ASCUS, dones mal cribades a partir del 40 anys i control post

tractament.

Dades recents posen de manifest una cobertura de cribratge entre les dones de 25-65

anys propera al 40%, molt inferior als objectius recomanats.
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<25 anys

[ | ]
Citologia cada Prova de VPH Co-testcada 5
EEN'S cada 5 anys anys

Figura 15: Estratégies de cribratge en funcio del subgrup d'edat(42)

Citologia cada
RENS

No cribratge

Finalitzar
cribratge

Aguestes recomanacions soén aplicables a la poblacié general, ja que s’han descrit
subpoblacions que no serien candidates a aquest tipus de cribratge. El fet d’haver patit
una lesid cervical previa es recomana perllongar el cribratge 20 anys des de la curacié
de la malaltia ja que es considera que encara podria persistir el risc de cancer de
cervix. En pacients immunocompromeses es recomana cribratge de cervix anual, per
tal de detectar precocment noves infeccions i reactivacions, que en aquestes pacients

podrien tenir un desenvolupament més rapid.
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LESIONS PRECURSORES DEL CANCER DE COLL D’UTER

CLASSIFICACIO | DIAGNOSTIC

Les terminologia de les lesions cervicals ha canviat en els darrers anys, modificant-se

paral-lelament amb el coneixement de la seva biologia i historia natural.

La demostracié de canvis similars en displasies greus i el carcinoma in situ va conduir
durant els anys 70 a la introduccio del concepte neoplasia cervical intraepitelial (CIN)
classificant les lesions en tres graus. Avui en dia aquesta classificacié és la que fem
servir a la histologia. L’any 1990 s’introdueix a nivell mundial el sistema Bethesda per
descriure les alteracions citologiques, incloent nous conceptes sobre la infeccié VPH.

(46,47)

Taula 5: Correlacio entre la terminologia displasia/carcinoma in situ, CIN y Bethesda(52)

Terminologia Terminologia Terminologia CIN Sistema Bethesda.

displasia original modificada Terminologia LIE
(1991)

Normal Normal Normal Dintre dels limits normals
(infeccid)

Atipia Atipia coilocitica, = CIN de baix grau ASCUS/AGUS

condiloma pla L-LIE
Displasia lleu CIN1 CIN de baix grau L-LIE
Diplasia moderada CIN2 CIN d’alt grau H-LIE

Displasia greu

Carcinoma in situ CIN3 CIN d’alt grau H-LIE
Carcinoma invasor CIN3 CIN d’alt grau H-LIE
Carcinoma invasor Carcinoma invasor Carcinoma invasor

El sistema Bethesda substitueix el terme neoplasia pel de lesid intraepitelial, dividint
en dues categories, lesions de baix grau i lesions d’alt grau. Les lesions de baix grau
corresponen a infeccions viriques, generalment auto limitades i amb tendéncia a la
desaparicid espontania. Les lesions d’alt grau corresponen a vertaders canvis
premalignes i per tant amb una veritable tendéncia a progressar a cancer cervical. Es
va introduir el concepte de ASC-US/AG-US per aquelles pacients on no estava clar si els

canvis observats en les cel-lules escamoses o glandulars corresponien a una lesio
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preinvasiva o a canvis reparatius. La darrera classificacié Bethesda es va actualitzar

I’any 2001.

Tipus de mostra:
Cal indicar frotis convencional o citologia liguida o altres.
Qualitat de la mostra:

Satis‘actoria per a Favaluacid {cal descriure la presencia o l'abséncia de companent endocervical o de zona de
trans'ormacit i qualseval altre factor Emitant de la qualitat

Insatisfactdria per a l'avaluacit [cal especificar el motiu)
Interpretacié/resultat

1. Negatiu per lesio intraepitelial o malignitat
a. Quan no hi ha evidencia cellular de neoplasia
b. Microorganismes:
i. Trichomonas vaginalis
ii. Fongs morfologicament compatibles amb Candida spp
iii. Alteracio de la flora intestinal suggestiva de vaginosi bacteriana
iv. Bactéries morfologicament compatibles amb Actynomices spp
v. Alteracions cel-lulars associades al virus de "herpes simple
€. Altres troballes no neoplastigues
*  Altres troballes no neoplistiques associades a:
o Inflamacid, radiacié, DIU
o Cellules glandulars d’aparenga benigna en situacid posthiserectomia
«  Atrofia
2. Altres:
o Céllules endometrials [en una dona >40 anys d'edat)
3.  Anormalitats en cél-lules epitelials
o Céllules escatoses
o ASC
=  ASC-US
*  ASC-H:No es pot descartar H-SIL
o LSILque compren:
*  VPH/displasia lleu/CINL
o  HSIL que compren:
*  Displasia moderada i greu, CIS/CIN 117 Il amb signes sospitosos d'invasio (si se
s0spita una invasit)
o Carcinoma escatds
s Céllules glandulars:
o Atipies a:
*  Céllules endocervicals [no especificar o especilicar amb comentaris)
*  Céllules endometrials (no especificar o especificar amb comentaris)
*  Céllules glandulars (no especificar o especificar amb comentaris)
*  Atipia de cél-lules glandulars
o Adenocarcinoma endocervical in situ
o Adenocarcinoma:
*  Endocervical
*  Endometric
= Extrauteri
*  No especi‘icat
o Altres neoplasies malignes

Figura 16: Classificacié citologica Bethesda 2001
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Darrerament s’ha establert una nova terminologia anomenada LAST (Lower anogenital
Squamous Terminology) que inclou els coneixements actuals sobre la infecciéd VPH,
incorpora I'Us de biomarcadors i facilita la comunicacié entre professionals. Aquesta
classificacid ha estat recollida en la darrera classificacié de la OMS per les neoplasies

del tracte genital femeni publicada I'any 2014.

La terminologia LAST classifica les lesions escamoses intraepitelials (SIL) histologiques
associades en dos graus, lesions de baix grau (LSIL) i lesions d’alt grau (HSIL). La
classificacio utilitza la mateixa terminologia que s’utilitza en el resultat citologic en el

sistema de Bethesda i fa servir criteris similars.

Una de les principals novetats és la determinacié immunohistoquimica de p16 que
permet una millor categoritzacid de les lesions “frontera” entre baix i alt grau,
classificades fins a dia d’avui com a HSIL/CIN2 mitjangant criteris exclusivament
morfologics. Les lesions HSIL/CIN2 p16-positives, s'inclouen en la categoria HSIL donat
el risc real de progressio i les lesions HSIL/CIN2 p16-negatives es reclassifiquen con LSIL

donat el seu comportament benigne i baix risc de progressio (42).

Diagnostic citologic

La tecnica per la correcta presa de la citologia cervical es basa en la correcta
observacio de cel-lules provinents de I'exocervix i de I'endocervix, rad per la qual s’ha

de visualitzar la zona de transformacio.

Es valoren els canvis morfologics cel-lulars: mida del nucli, cromatina, relacié nucli-

citoplasma, desenvolupament i maduracio cel-lular i atipies.
Actualment disposem de la citologia convencional i de la citologia en medi liquid.

La citologia convencional o triple toma consisteix en la extensid de la mostra
endocervical i vaginal en una lamineta. Posteriorment es fixa amb un spray fixador per
evitar la distorsio cel-lular i finalment es procedeix a la tincié amb la técnica de

Papanicolau pel seu estudi microscopi.
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La citologia cervical en medi liquid, la presa de la mostra s’introdueix en una solucid
fixadora on es conserven i es dispersen les cél-lules. Les cél-lules es separen per
centrifugacié o filtracid i es transfereixen al portaobjectes amb una capa molt fina o

monocapa per ser tenyides o visualitzades al microscopi (48).

La citologia liquida o en capa fina permet oferir una serie d’avantatges sobre la
citologia convencional, especialment en millorar la lectura dels frotis en eliminar els
grumolls, sang i altres artefactes, amb el conseqlient augment de mostres
satisfactories per la seva valoracid, requerir menys temps i poder utilitzar el material

per estudis moleculars posteriors.

LSIL (Low grade Squamous Intraepithelial Lesion)
Les displasies lleus corresponen a lesions en el ter¢ basal de I'epiteli, poc accentuades

amb abundant citoplasma, i freqlientment acompanyat de canvis paranuclears
(coilocitics) i paraqueratosis. Aquesta infeccid es caracteritza per un increment de
I’activitat mitotica amb atipia citologica i dispolaritat i augment de cel-lules immadures
de tipus basal. El nucli augmenta de volum, hi ha contraccié de la membrana i la

cromatina es fa molt més evident.

HSIL (High-Grade Squamous Intraepitelial Lesion)
Inclou les alteracions CIN2 i CIN3. S’observen cel-lules amb citoplasma immadur, nuclis

de caracteristiques anormals i augment de la relacid nucli-citoplasma. La mida nuclear
és almenys dues vegades major que el del nucli d’'una cel-lula intermédia i ocupen
>50% de la cel-lula. Els nuclis de HSIL son hipercromatics, les membranes nuclears sén
irregulars i existeix anisonucleosis. Es cel-lules presenten un estret ribet citoplasmatic

al voltant del nucli hipercromatic.

ASCUS
Sén alteracions citologiques que no es poden classificar com LSIL o HSIL perque

qualitativament o quantitativament les alteracions son insuficients per poder-les
incloure en un dels dos grups. El seu diagnostic, si s’Tacompanya de la infeccio per VPH
és de vital importancia perque pot ocultar una lesié d’alt grau. Un 10-20% de les
pacients amb ASCUS i un 33-66% de les pacients amb ASC-H presenten lesid subjacent

CIN2 o més (49).
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Figura 17: Aspecte citologic de les lesions cervicals lleus (a), moderades (b) i greus (c) (52)

Diagnostic histologic

Tot i que el diagnostic de sospita és per citologia, el diagnostic final de CIN s’estableix
per examen histopatologic a partir d’'una biopsia cervical realitzada mitjancant control

colposcopic (Gold Standard).

La colposcopia és la visualitzacio de I'aparell genital mitjangant el colposcopi. Aquest
consisteix en un estudi topografic de les lesions del VPH a cérvix, vagina i vulva. Es un

microscopi altament il-luminat que augmenta la visié de 6 a 40 vegades.

L’estudi colposcopic permet la identificaciéo de caracteristiques subtils dels epitelis,
inapreciables a simple vista, que sén I'expressid dels canvis patologics. La colposcopia
s’ha consolidat com part fonamental en el protocol pel diagnostic de les lesions
intraepitelials i cancer invasiu de TGl. L'objectiu de la colposcopia és augmentar la

sensibilitat de la citologia i descartar els falsos negatius.

La metodologia consisteix en col-locar la pacient en posicié ginecologica, visualitzant
vulva i introduint I'espécul per visualitzar vagina i cervix. Enfoc amb filtre verd per
visualitzar millor I'arquitectura vascular del mateix. Posteriorment, s’aplica solucid

d’acid acetic, que fara apareixer els canvis epitelials entre 30 segons i 1-2 minuts.

La dltima classificacid de les troballes colposcopiques es va aprovar per la IFCPC al

Congrés Mundial de Rio de Janeiro I’'any 2011 (50).
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Avaluacié general

Troballes colposcopiques normals

Troballes colposcopiques anormals

* Grau 1 (menor)

* Grau 2 (major)

No especifics
Sospita d'invasié

Troballes varies

Adegquada/Inadequada a causa de...
Visibilitat de la unié escamocoiumnar:
completament visible, parcialment visible, no
visible

Tipus de zona de transformacié: 1,2,3

Epiteli escamds original:

¢  Madur

e Atrdfic
Epiteli columnar:

e [Ectopia

Epiteli escamds metaplasic
¢  Quist de Naboth
e  Apertures glandulars i/o criptes
glandulars
Deciduosis a 'embaras
Ubicacié de la lesid: dins o fora de |z zona de
transformacié. Ubicacié de |a lesid segons del
agulles del rellotge
Tamany de |z lesié: Numero de quadrants del
cérvix uteri que cobreix |a lesid, tamany de |a lesié
en percentatges
Epiteli acetoblanc prim
Vores irregulars
Mosaic fi
Puntejat fi
Epiteli acetoblanc dens. Aparicié rapida d'epiteli
acetoblanc. Orificis glandulars oberts amb vores
engruixides.
Mosaic gruixut
Puntejat gruixut
Vores delimitades
Signe del limit de la vora interna
Signe de la cresta o sobreelevat
Leucoplasia (queratosis, hipergueratosis)
Erosié
Solucié de Lugol (test de Schiller): positiu/negatiu
Vasos atipics
Signes addicionals: vasos prims, superficie
irregular, lesid exofitica, necrosis, ulceracié
Zona de transformacicé congénita
Condiloma
Polip
Estenosis
Anomalia congénita
Endometriosis

Figura 18: Classificacio colposcopica IFCPC 2011(34)

La colposcopia permet diferenciar els canvis epitelials que sorgeixen amb I'evolucié de

la malaltia. En la primera fase, les cel-lules neoplastiques mostren un augment de la

densitat nuclear, que es tradueix en lesions de color blanc en la colposcopia i imatges
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de puntejat i/o mosaic, també anomenades canvis menors. La segona fase o
angiogenica s’origina per un augment de factors de creixement de I'endoteli vascular i
en colposcopia es visualitza una vascularitzacié irregular o atipica amb un agreujament

de les lesions epitelials referides com canvis majors.

La colposcopia és una tecnica diagnostica, delimita la lesid i ens permet dirigir la
biopsia per al diagnostic definitiu pero no pot ser mai una técnica de cribratge degut al

temps i especialitzacié que precisa (51).

Es valora si la mostra tissular cervical presenta CIN i en quin grau, en funcio de les
caracteristiques histologiques de diferenciacié, maduracié i estratificacié de les
cel-lules i anomalies dels nuclis. Per tal de classificar la CIN s’observa la proporcio
d’espessor epitelial que presenta les cel-lules indiferenciades i només una prima capa

de cel-lules madures, diferenciades.
La correspondéncia histologica de la graduacio sol ser la seglient:

e Canvis menors, grau I: Es correspon amb epitelis metaplasics i infeccid
subclinica per VPH o CIN1.

e Canvis majors, grau Il : S'observen signes d’agreujament de la lesio, pitjor
pronostic, CIN 2-3. Quan s’acompanyen de vasos atipics ha de sospitar-se

invasié precog de I'estroma.

En el CIN1 existeix bona maduracio, amb minimes anomalies nuclears i poques figures
mitotiques. Les cél-lules indiferenciades es troben a les capes epitelials més profundes
(terc inferior). S’observen figures mitotiques, perd no moltes. Poden veure’s canvis

citopatics deguts a la infeccid per VPH en tot el gruix de 'epiteli

El CIN2 es caracteritza per canvis cel-lulars displasics restringits sobretot a la meitat o
dos tergos inferiors de |’epiteli, amb anomalies nuclears més marcades que la trobada

al CIN1. Poden veure’s figures mitotiques en tota la meitat inferior de I'epiteli.

En el CIN3, la diferenciacid i I'estratificacié poden faltar per complet o existir només en

el quart superficial de I'epiteli, amb abundants figures mitotiques. Les anomalies
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nuclears apareixen en tot el gruix de I'epiteli. Moltes figures mitotiques tenen figures

anormals (49).

Figura 19: Histologia de CIN1 (a), CIN2 (b), CIN3 (c)

HISTORIA NATURAL DE LA LESIO CERVICAL

El cancer de cervix és precedit generalment per una llarga fase de malaltia precursora

preinvasiva que requereix d’un procés per etapes.

Progresion a
Infeccion lesiones preneoplasicas Invasion
o T — T T
CERVIX INFECCION CNT CANCER
NORMAL GENITAL POR VPH CERVICAL
-— ___— A . Lesiones cervicales intraepiteliales (CIN)
Remision : s

Regresion

Figura 20: Historia natural de les lesions cervicals(42)

Es necessari conéixer la historia natural de la malaltia per tal de poder realitzar un
cribratge adequat que ens ajudara a disminuir la morbimortalitat. En el cas de cancer
de cervix, en introduir-se la citologia com a metode de cribratge es va observar que les

lesions precanceroses eren molt més freqlients que no pas els cancers invasors.

Tot i que sabem que fins un 80% de les dones han estat en contacte amb el VPH en
algun moment de la seva vida, la majora eliminen el virus de manera espontania abans

gue aquest pugui desenvolupar lesio (52).
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La gran majoria d’aquestes infeccions sén doncs, transitories i asimptomatiques amb
una duracié variable, relacionada amb el genotip infectant; de manera que les
produides per un VPH-AR duren aproximadament el doble que les produides per un

VPH-BR.

El procés d’oncogenesis relacionat amb el VPH és lent, de manera que el periode
compres entre la infeccid i el CIN3 s’ha calculat entre 7 i 15 anys, el carcinoma succeeix

uns 10 anys més tard que el CIN3 i és un fet infreqlient dins de les lesions per VPH.

Durant els anys 90 es van dur a terme diversos estudis que abordaven I'evolucié
natural de la CIN des del punt de vista de la regressid, persisténcia i evolucié. Ostor
analitza la relacidé entre CIN i cancer cervical i defineix I'estat precursor de cancer de
cervix. La seva conclusio respecte I'evolucio de les lesions cervicals queda reflexada en

la seglient taula (53):

Taula 6: Evolucié de les lesions cervicals

Grau CIN Regressio Persisténcia Progressié CIN3 | Progressio

cancer invasor

CIN | 57% 32% 11% 1%
CIN 1l 43% 35% 22% 5%
CIN Il 32% 56% = 12%

Holowaty realitza un estudi amb més de 17.000 dones on observa que el 29% de les
lesions de baix grau evolucionen a lesié d’alt grau en els 10 anys segiients. Les lesions
cervicals moderades presenten una progressio a CIN lll del 16% en 2 anys i en 5 anys

del 25%. La progressio a carcinoma invasor és del 4,2% en dos anys (54).
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Taula 7: Evolucié natural de les LIE

Anomalia citologica de Regressio a Progressi6 a H-LIE als Progressi6 a cancer

referéncia normalitat  als 24 mesos invasor als 24 mesos
mesos

ASCUS 68,2% 7,1% 0,3%

L-LIE 47,2% 20,4% 0,2%

H-LIE 35% 23,4% 1,4%

(persisténcia)

El metaanalisi de Melkinow, incloent 27.000 dones, va donar tasses ponderades de
progressid a H-LIE i a cancer invasor als 24 mesos, segons I'anomalia de referencia que

es presenten a la taula 25 (55).

Determinar quines lesions graus de baix grau progressaran o persistiran i quines no, és
dificil de predir actualment. En els casos de lesions de major grau, el temps necessari
per la progressio és dificil d’establir. Per saber de forma precisa el temps de transicid,
seria necessari deixar sense tractament les pacients amb carcinoma in situ i controlar-

les, fet que no és acceptat eticament.

Maneig clinic de les displasies cervicals.

ASCUS

La atipia de cel-lules escamoses de significat incert es diagnostica en el 2-5% de les

citologies i representa I'alteracio citologica més comd.

La prevalenca global d’infeccié per VPH en dones amb ASCUS oscil-la entre el 33 i el
51% (en dones menors de 25 anys pot arribar fins al 70%) i disminueix progressivament
amb l'edat. La preséncia de lesions > HSIL/CIN2 en dones amb citologia d’ASCUS
oscil-la entre el 5-12% i la de CCU entre 0,1-0,2%

Les possible estrategies davant d’un diagnostic citologic d’ASCUS sén:

- Prova de VPH. Es la opcié preferent

- Citologia anual durant dos anys
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Colposcopia immediata

La determinacié del VPH és equivalent a la colposcopia immediata en termes de

sensibilitat per la deteccid de lesions d’alt grau, amb I’avantatge que permet reduir a la

meitat el numero de colposcopies.

Estudis recents en dones >30a estimen un risc del 3% de presentar lesions >HSIL/CIN3

als 5 anys, cosa que justifica realitzar el control citologic a I'any. Les dones amb

citologia ASCUS i prova VPH negativa presenten un baix risc de lesions >HSIL/CIN3,

comparable amb I'existent als 3 anys de citologia negativa, pero lleugerament superior

a 'existent als 5 anys del cotest negatiu.(42)

Prova de VPH

lesid

ZT valorable: no

Figura 21: Algoritme citologia ASCUS

Citologia ASCUS
1
1 |
Citologia anual
(Zgnys) Prova VPH reflex Colposcopia
immediata
s ek (netet=nt)
1 1
| | | | |
RTINS >ASCUS ASCUS Negativa Positiu
negatives
|— Cribratge rutinari |— Protocol especific | o= Colpo.s\copla (+/- I— Co-test (3 anys) C0|p0‘S‘COp‘Ia (/-
biopsia) biopsia)
| -
| 1 |

ZT no valorable

ZT valorable:
confiirma lesié

I

Co-test 1a

Estudi
endocervical

I

Protocol espcific

Negatiu

Posiitu
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ASCUS H

El diagnostic d’atipia escamosa incerta sense descartar lesio intraepitelial d’alt grau és
poc freqlient i representa entre el 0,27-0,6% de les citologies de cribratge. La citologia
ASC-H representa un major risc de lesions > HSIL/CIN3 que la citologia ASCUS o LSIL i

menor que la citologia HSIL.

La prevalenga de HSIL/CIN2-3 en dones amb ASC-H oscil-la entre el 26 i el 68%, amb
una alta prevalenga de VPH positiu. Per aquesta rad, la recomanacio és la realitzacié de

la colposcopia immediata. (42)

Colposcopia

——

No confirma Confirma
>HSIL/CIN2-3|  [>HSIL/CIN2-3

Citologia 6m I— Proto?gl
especific

1

Negativa

— |

Positiva Co-test12m

/ |

Negativa

I_ Cribratge

rutinari

Colposcopia

Figura 22: Algoritme ASC-H

Lesié escamosa intraepitelial de baix grau (LSIL)

La lesid escamosa intrapepitelial de baix grau representa en 2-3% de totes les
citologies. Més el 70% de les dones amb citologia de LSIL presenten un prova VPH
positiva i entre el 12-16% d’elles una lesié >HSIL/CIN2 en I’estudi histologic. La historia
natural de les dones amb citologia LSIL és molt similar a les dones amb citologia ASCUS

i VPH positiu.
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Més de dos tercos de les citologies de LSIL s’associen a infeccid per VPH. Per aquesta
rad no és util la seleccid d’aquestes pacients mitjancant una prova VPH. La

recomanacio sera la realitzacié d’una colposcopia immediata.

El risc de progressié a carcinoma invasiu de les lesions identificades com LSIL a la

citologia és baix (42).

Citologia LSIL

|

Colposcopia

ZT no valorable

Biopsia
endocervix

——

ZT valorable: no
lesié

Vaginoscopia

ZT valorable:
confirma lesio

Biopsia dirigida

Negativa Positiva Negativa Positiva Negativa Positiva
C'tOIO\g'a} ns | Protocol Cltolo\glg h | Protocol C't°'°?"'”! as | Protocol
Colposcopia (6 e Colposcopia (6 e Colposcopia (6 e
especific especific especific
mesos) mesos) mesos)

Figura 23: Algoritme LSIL

Lesio escamosa intraepitelial d’alt grau (HSIL)

La HSIL representa el 0,5-1% de totes les citologies de cribratge. La seva prevalenca és
major entre els 20 i 29 anys (0,6%), que entre els 40-49 anys (0,2%) i entre els 50-59
anys (0,1%).

Davant una citologia de HSIL, el diagnostic histologic definitiu demostra una lesid
>HSIL/CIN2 aproximadament en el 60% dels casos i carcinoma invasor en el 2%. En
dones majors de 30 anys, el risc de cancer invasor als 5 anys de seguiment és del 8%.

Aguestes dades justifiquen la colposcopia immediata i biopsia cervical.
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HSIL

Tractament
escisional "See =
and Treat"

Colposcopia

——

ZT no valorable Confirma CIN

Estudi
endocervical

——

Negatiu Positiu

. L Tractament
Citologia i
segons protocol

colposcopia e
p B especific

Figura 24: Algoritme HSIL

En dones menors de 25 anys el risc de carcinoma invasor és baix, amb taxes de
regressié espontania del HSIL fins al 65%. En aquest subgrup de pacients es remet la

pacient a colposcopia i no es realitza tractament (42).
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OPCIONS TERAPEUTIQUES EN LES DISPLASIES PREMALIGNES

El tractament de la neoplasia cervical intraepitelial ocupa un paper important en la
prevencio del cancer de cervix. Una vegada detectada, la lesid preinvasora ha de ser
tractada per evitar la seva evolucié a cancer invasor. En els darrers anys s’ha produit
un notable canvi en el tractament de les lesions preinvasores, relacionat amb les

millores dutes a terme en la practica clinica.

Conducta terapeutica de les lesions de baix grau: CIN-1

A les lesions de baix grau (CIN 1), no hi ha acord en quina és la millor actitud, el

tractament de la lesié o el seguiment.
El tractament es basa en els seglients arguments:

e Evitar-ne la progressio

e La taxa de curacidé és superior al 90% amb qualsevol tipus de tractament,
tant escissional com destructiu.

e Produeix menor impacte psicologic que la conducta expectant, que obliga a
controls estrictes.

e Preveu la pérdua de pacients en el seguiment

e Evita problemes medic-legals

e Redueix la sobrecarrega de feina (visites, citologies, biopsies)

El seguiment de la lesid té més en compte la historia natural de la malaltia. Si tenim en
compte el baix risc de progressid a carcinoma invasor (<1%) i I'alt percentatge de
regressié espontania (60%) sobretot en dones joves, el tractament sistematic

representa en molts casos un tractament innecessari.

Per tant, la conducta terapeutica ha de ser individualitzada en cada cas i la observacié
sense tractament és la opcid recomanada en la majoria de casos, especialment en

dones joves que no han complert el desig geneésic.
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Taula 8: Criteris per orientar la conducta terapéutica en les LSIL

‘ Observacié Tractament
Edat <35 >35
Citologia-biopsia Acord No concordant
Colposcopia Satisfactoria Insatisfactoria
Canvis colposcopics Menors Majors
Extensio de la lesid Limitada Extensa
Localitzacio de la lesio Periferica Central
Endocervix Lliure Afectat
Seguiment Possible Impossible
Persisténcia > anys No Si

Si optem per una conducta observadora es recomana seguiment mitjangant citologia i
colposcopia cada 6 mesos i/o un test VPH cada 12 mesos. Després de dos citologies

negatives i test viral negatiu, la pacient pot tornar a cribratge poblacional.

Si en el periode de seguiment la lesid persisteix o progressa es tractara segons els

protocols.

Conducta terapeutica de les lesions d’alt grau: CIN-2/3

Aguestes lesions tenen major risc de persistir o progressar que les lesions cervicals

lleus. S’han publicat taxes de progressid entre el 12-50% (53).

Actualment, s’ha demostrat que el tractament de les lesions CIN-2/3 redueixen la
incidéncia i mortalitat per cancer de cervix. Per tant, existeix consens per tractar

aquestes lesions excepte en dos situacions especials: adolescencia i gestacio.
Adolescéncia

En I'adolescencia (13-20a) el risc de cancer invasor és molt baix i el percentatge de

regressid espontania molt elevat.
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En lesions CIN-2/3 és acceptable tant el tractament com la observacié durant 2 anys
amb colposcopia i citologia cada 6 mesos, sempre i quan la citologia sigui

satisfactoria.(56)
Gestacio

Durant la gestacio, el risc que una lesié CIN2-3 progressi a cancer invasor és minim, i el
percentatge de regressié espontania postpart és relativament alt. El tractament del

CIN durant I'embaras s’associa a un elevat nimero de complicacions.

Es recomana conducta d’observacié amb citologia i colposcopia en intervals no menors
a 3 mesos (Grau de recomanacio BIl). Es recomana repetir biopsia si I'aspecte de la

lesié empitjora o la citologia suggereix carcinoma invasor.

En absencia de invasid, es pot revalorar la pacient a les 6 setmanes postpart (57).

Tipus de tractament

El tractament de les displasies cervicals ha de reunir els seglients requisits:

e Baixa morbiditat

e Maxima conservacié de la funcié reproductiva

e Baixa incidencia de persistencia o recidiva

e Garantia de seguiment citologic o colposcopic successiu

e Relacio cost-benefici favorable

Existeixen diversos tractaments, que basicament es classifiquen en destructius (que
produeixen una destruccio fisica de la lesid) i escissionals (obtenim I'extirpacid

completa)

Tractaments destructius

El principal inconvenient pels tractaments destructius es que no obtenen teixit per
I’estudi histologic. Per aix0, és imprescindible realitzar una biopsia que exclogui la

presencia de carcinoma invasor (58).
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Els metodes destructius disponibles son:

- Termocoagulacié

Electrocoagulacié

Criocoagulacié

Vaporitzacié amb laser de CO2

Tractaments escissionals

Consisteixen en I'extirpacié completa de la lesié. La principal avantatge és la
possibilitat de realitzar I'estudi histologic, que permetra, per una part, descartar la
presencia de cancer ocult i per altra, estudiar els marges de reseccié de la pega, per tal

de confirmar que la exeresis ha estat completa

Entre els tractaments escissionals ens trobem: conitzacié amb bisturi fred, laser o

nansa de diatermia i excepcionalment la histerectomia.

Conitzacié

La conitzacio extirpa la lesid, el que ens permet estudi histologic amb I'avantatge de de

conservar I'uter.

Tot i aix0, I'exeresi ha d’adaptar-se a la topografia de la lesid. L'anatomia de la zona

varia en funcioé de I'edat i el la gravetat de la lesid.

Indicacions de la conitzacio:

Lesid no visible en la seva totalitat (colposcopia no satisfactoria)
Lesié endocervical

Discordanga de resultats

Sospita de microinvasié

Lesions glandulars. AlS

Recurrencia post tractament

N o »u k~r w Noe

Lesions CIN2/3
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Conitzacié amb bisturi fred
Avantatges: Abséencia d’artefactes termics

Inconvenients: Requereix anestesia i hospitalitzacid. Elevat cost sanitari, major risc de
complicacions (hemorragia, estenosis, infertilitat) distorsié anatomica | dificultat en el

seguiment.
Conitzacié amb laser de CO,

La conitzacié amb laser de CO, es realitza de forma ambulatoria amb anesteésia local,
un agent vasoconstrictor i control colposcopic. Permet un disseny de la mida de la

conitzacid, en funcid del cervix i de la topografia de la lesid.

Avantatges: Tractament ambulatori. Disseny personalitzat de la pega quirurgica.
Preserva la integritat reproductora de la pacient. Minimes complicacions intra i

postoperatories. Curacid excel-lent i adequat seguiment.

Inconvenients: Elevat cost, dificultat técnica, major temps quirdrgic i dany termic dels

marges quirdrgics.
Conitzacié6 amb nansa de diatérmia (LLETZ/LEEP)

La técnica consisteix en I'exéresi de tota la zona de transformacid, incloent la totalitat
de la lesid, mitjangant una nansa de mida adequada, connectada a una corrent d’alta
freqliencia. Quan es fa servir la nansa s’hauria d’intentar eliminar la lesié en un Unic

fragment.

Avantatges: Permet la obtencié de material per estudi anatomo-patologic. Es un
metode ambulatori, rapid, de facil aprenentatge | economic, amb adequada

recuperacié anatomica del coll | alta taxa de curacié
Inconvenient

-Alt percentatge de lesions incompletes, que pot arribar fins a un 44%. En ocasions,
quan la ZT és molt gran, I'extirpacio es realitza en dos temps, cosa que dificulta la

interpretacio histologica dels marges.
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-Alt percentatge de conus negatius, que oscil-la entre 14 i 30%, cosa que significa un

elevat numero de tractaments innecessaris (59-61).
Tractament sense biopsia prévia. SEE AND TREAT

Exeresis amb nansa de diatérmia en dones amb citologia HSIL i colposcopia amb canvis
majors sense biopsia prévia. Es espacialment Gtil en dones mal complidores i evita el
possible infradiagnostic de la biopsia dirigida. Tot i aixd en algunes séries s’ha descrit

un elevat percentatge d’histologies negatives (42).
Histerectomia

La histerectomia no esta indicada com a tractament primari de la neoplasia cervical
intraepitelial, per la seva elevada morbiditat | pel risc d’infractractament en el cas de

carcinoma ocult.
Les possibles indicacions son:

e |Impossibilitat de realitzar conitzacid, ja sigui per estenosis vaginal o obesitat
morbida que impedeixen la visualitzacié del cervix.

e Conitzacions amb marges afectes en pacients amb desig genésic complert o
impossibilitat de seguiment posterior.

e Presencia d’una altra patologia que per si mateixa requereixi intervencio

Observacio sense tractament

L’objectiu és evitar en molts casos de LSIL/CIN1 i alguns casos de HSIL/CIN2 amb
capacitat de regressid espontania. En aquests casos s’ha de ser molt rigords en la
seleccid de pacients, sobretot aquelles amb lesié d’alt grau. Ha de ser una pacient
complidora, una colposcopia satisfactoria amb una lesi6 completament visible, una
lesi6 no extensa (menys del 50% de la superficie) i no ha d’haver afectacid
endocervical. D’aquesta manera evitem el tractament innecessari, sobretot en dones
joves i indirectament també evita la morbilitat d’aquests tractaments sobre la

capacitat reproductiva i gestacié de la pacient (3,62).
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METODES DE DETECCIO de VPH

La variabilitat observada en quan a sensibilitat i reproductibilitat de la citologia ha
donat un paper cada cop més important al paper de la prova VPH en la prevencio
secundaria del cancer de cervix, ja sigui associat a citologia (co-test) o com técnica

inicial de cribratge.

Una revisid sistematica portada a terme per Arbyn analitza els resultats utilitzant la
citologia i la prova de VPH (co-test) com a prova de cribratge i observa que
s'incrementa la sensibilitat amb una perdua d’especificitat, comparant amb la
realitzacié Unica de la prova de VPH. La diferéncia en el risc acumulat de CIN2+ o

cancer utilitzant co-test vs prova de VPH sola és baixa (63).

Per tant, I'evidéencia disponible posa de manifest que, en cas de ser una tecnica
validada, la prova VPH-AR és més eficac¢ que la citologia en dones >30 anys, i que en els

casos de determinacio negativa, l'interval de cribratge es pot augmentar fins a 5 anys.

El nou cribratge de cancer de cervix inclou el VPH-AR com a metode primari. Tot i aixo,
només un percentatge de les dones desenvoluparan una lesié d’alt grau. Una série de
factors han estat identificats com moduladors d’aquesta persisténcia/progressio de la

infeccio per VPH, com el tipus de VPH.

Actualment, existeixen quatre proves aprovades per la FDA per la seva utilitzacio en el

cribratge poblacional.

- Hybrid Capture 2 (HC2) HPV DNA Test (Qiagen)
- Cervista (Hologic)

- Cobas 4800 HPV Test (Roche)

- Aptima HPV Test (Hologic)

Les tecniques de biologia molecular es fan servir per detectar la presencia de VPH,
diagnosticar les lesions intraepitelials, i en alguns casos determinar el genotip i la

carrega viral.
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La detecci6 d’ADN de VPH mitjangcant tecniques de Biologia Molecular,
independentment del metode utilitzat, es basa en [I'especificitat de Ila
complementarietat entre els acids nucleics. Una seqliencia d’ADN té la capacitat
d’hibridar especificament amb altres ADN o ARNs d’una manera tan especifica que a
una determinada temperatura només es formen hibrids entre dues cadenes si el 100%
de les seves bases sdn complementaries. La manera de detectar aquests hibrids, la
composicié de les sondes i I'existencia o no d’amplificacié de la senyal marcaran les

diferéncies entre les diferents tecniques de deteccié.

Les raons que justifiquen la utilitzacié clinica dels tests basats en Biologia Molecular

per a determinar si hi ha infeccié per HPV sén diverses:

e lainfeccid per VPH-AR (alt risc) és la principal causa de cancer de cervix
e és necessaria la persistencia de VPH-AR i manteniment de la lesié per

progressar fins a cancer invasor

Metodes per amplificacio de senyal

HYBRID CAPTURE 2 (HC2, Digene Corp., USA)

Es un métode d’amplificacié de senyal basat en la hibridacié d’una sonda d’ARN
degudament marcada, la seqiiencia de la qual és complementaria a I’ADN del VPH.
Aquest metode utilitza sondes d’ARN que tenen la capacitat d’hibridar amb ADN viral i
ser detectats mitjancant meétodes luminescents semi-quantitatius. Existeixen dues
sondes, una per VPH-AR que inclou 13 tipus de VPH (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58 ,59 i 68) i una altra pel grup de baix risc (VPH-BR) que inclou 5 tipus (6, 11, 42,
43 i 44). El llindar de tall amb significacio clinica s’ha establert en 1pg/ml d’ADN que

correspon a 10.000 copies de virus.

S’han realitzat nombrosos estudis que han demostrat la seva precisid i reproductibilitat
com a metode cribratge, per la qual cosa s’utilitza i s’ha generalitzat a molts paisos, i la
captura d’hibrids de segona generacié (Hybrid Capture 2, HC2), ha estat aprovada per

la FDA com a test diagnostic, sent un dels tests més emprats.
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HC2 és el metode més efectiu (major sensibilitat i igual especificitat), que la citologia
convencional en el cribratge de pacients amb ASCUS, perd no en el cas de LSIL

citologics, degut a I'alta taxa de positivitat per VPH (64).

En aquest metode, no és possible emprar teixit per la deteccié de VPH. Es tracta d’un
metode molt sensible, pero té un percentatge de falsos positius en quant a la deteccié
de virus d’alt risc degut a les reaccions creuades amb VPH de baix risc que la literatura
situa entre un 6 i un 15%. El resultat que s’obté és una negativitat o positivitat per
virus d’alt risc, i a més presenta I'avantatge que semiquantifica la carrega viral. Tot i
aix0, no permet distingir entre els diferents tipus virals ni presencia d’infeccions

multiples.

El principal inconvenient d’aquest métode és que no permet distingir entre els

diferents tipus virals.

Es detecten els tipus de virus d’alt risc 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68,
gue s’ha demostrat que sén el principal factor casual per I'aparicié del cancer de coll

uterti.
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Figura 25: Esquema del métode de la CH2

CERVISTA (Hologic, Bedford, MA, USA)

Es una técnica automatitzada de deteccié del VPH basada en la hibridacid, que permet
analitzar mostres en citologia liquida. Es una prova de diagnostic in vitro per la
deteccio qualitativa de 14 tipus de VPH-AR en mostres cervico-uterines que ha estat

validada analitica i clinicament i es detecta en tres grups diferents (Mix 1: 51,56,66;
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Mix2: 18,39,45,59,68 and Mix 3:16,31,33,35,52,58). Cervista HPV HR no identifica per
tipus especific de VPH. Cervista 16/18 permet la deteccié de VPH 16 i 18 i va ser
aprovat per la FDA I'any 2009 per usar-la amb la citologia cervical en dones majors de

30 anys.

Cervista utilitza la quimica “Invader” com a meétode d’amplificacié de senyal de
deteccid especifiques d’acids nucleics. Aquest meétode fa servir dos tipus de reaccions
isotermiques que succeeixen simultaniament: una reaccié primaria en la seqlieéncia de

I’ADN objectiu i una reaccié secundaria, que produeix una senyal fluorescent.

El resultat informa de positivitat o negativitat per VPH-AR pero no informa de la

carrega viral (65).

Metodes d’amplificacié molecular basats en la reaccié en cadena de la

polimerasa (PCR)

Existeixen multiples kits comercials basats en la reaccié en cadena polimerassa (PCR),

pero els Unics aprovats per la FDA sén el COBAS 4800 i APTIMA HPV.

La teécnica de PCR es basa en I'amplificacié d’'un fragment de DNA usant I'enzim PCR
polimerassa. Aquest fragment es selecciona a través de les regions de DNA
immediatament abans i després del mateix. S’utilitza un fragment de DNA (anomenat
primer) d’aquestes regions que flanquegen la regié desitjada. Es crea aixi una reaccid
en cadena que amplifica el fragment que ens interessa. Aix0 permet, teoricament que
es produeixin un milié de copies a partir d’'una Unica molécula de DNA de doble cadena
després de només 30 cicles. Presenta com inconvenient que una minima contaminacio

de la mostra pot produir falsos positius, donat la facilitat en amplificar la mostra.

La sensibilitat i especificitat de les tecniques de PCR poden variar molt depenent de les
regions que s’amplifiquen, es a dir, el primer que es faci servir per I"'amplificacié.
Aguest és un dels principals aspectes que es diferencien varies de les proves que es

basen en la PCR.

Existeix una variant de la PCR anomenada Real-Time PCR. Combina els primers amb
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sondes fluorescents i permetent obtenir un resultat quantitatiu. Es un métode molt

reproduible, rapid i aplicable a mostres cliniques.

La PCR és un metode d’amplificacié molecular que permet identificar molt petites
quantitats d’ADN amb una sensibilitat capa¢ de detectar 10 copies d’ADN viral entre
un milié de cel-lules. L’amplificacié de la regié d’interés després pot ser visualitzada
mitjangant diverses tecniques. Es basa en la deteccio de la presencia de genoma de
papil-lomavirus mitjangant la cadena de polimerasa i hibridacié especifica mitjangant
hibridacid inversa en tira de nitrocel-lulosa. El seu principal avantatge és que permet
identificar el tipus especific de VPH. Per realitzar la PCR en el laboratori és necessari

disposar de personal especialitzat.

Existeixen dues alternatives fonamentals per la deteccié6 de VPH basada en la PCR
convencional. El metode més emprat és el de la PCR consens, en el qual s’amplifica una
regid amb seqiiencia molt similar entre tots els VPH i posteriorment, mitjangant
metodes d’hibridacié especifica, enzimatics o de sequenciacid d’ADN, es realitza la

tipificacio especifica del virus.

L'altre metode és la PCR especifica esta basada en el disseny de primers especifics per
a cada tipus viral. D’altra banda, permet realitzar I’analisi d’integracio viral, deteccié de

variants i la quantificacié normalitzada (carrega viral relativa al nimero de cél-lules).

El metode més utilitzat és la “PCR consens”, en la qual s’amplifica una regié amb
sequencia molt similar entre tots els VPHs per, posteriorment, per metodes
d’hibridacié especifica, enzimatics o sequenciacid d’ADN, realitzar el genotip especific
del virus. El primer encebador que es va fer servir va usar com a diana d’amplificacié la
regié comu de L1, utilitzant els “primers” MY09 i MY11. L'amplificat que genera és
d’aproximadament 450 parells de bases. Després s’han dissenyat variants com
PGMY09/11, GP5/GP6 o la seva variant GP5+/GP6+ o SPF10 entre d’altres. A menor

regid per amplificar, major és la sensibilitat per detectar la presencia del VPH.
COBAS 4800

El Cobas 4800 és una prova qualitativa in vitro que detecta 14 tipus de VPH-AR i que ha

sigut  validada clinicament. Pot detectar 12 genotips d’alt risc
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(31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,66,68) i reporta especificament els genotips d’alt risc
16 i 18. La técnica utilitza el gen de la B globina com control intern per la integritat,
extraccid i amplificacié de la mostra. Aquesta prova va ser aprovada per la FDA per

cribratge primari.

L'equip esta totalment automatitzat, facilitant la feina a laboratori; consta d’un
termociclador Cobas Z i el software necessari per la realitzacié de la PCR en temps real,
usant primers o encebadors, per la regiéd L1 del VPH. El procediment inclou el
processament de mostres d’extracci6 d’ADN i I'analisi per la tecnologia de PCR en

temps real. La técnica no presenta reactivitat creuada amb genotips no carcinogenics.

Comparant-la amb CHIl ha demostrat una sensibilitat del 100% per la deteccio de CIN3

i un 98% per la deteccié de CIN2 (66).

CLART2HPV

Fora de meétodes reconeguts per FDA per cribratge, tenim el sistema CLARTHPV que
consisteix en un metode semiautomatitzat de genotipatge viral basat en I'amplificacio
d’oligonucleotids (primers) per la seva accié polimerassa, detectant 35 genotips (20
d’alt risc i 15 de baix risc). Es el métode que hem utilitzat en aquest estudi pel

genotipatge del VPH-AR.

Detecta la preséncia dels 35 VPH (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 45, 51,
52, 53, 54, 56, 58, 61, 62, 66, 68, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 85 | 89) amb major

importancia clinica.

La deteccid és duu a terme mitjangant I'amplificacié d’un fragment d’uns 450pb dins la
regio L1 del virus per tractar-se d’una seqliencia que esta altament conservada en els
diferents tipus de VPH. Sens dubte, aquesta regié presenta suficients variacions com
per poder diferenciar cada tipus amb sondes especifiques. D’aquesta manera,

s’assegura |'especificitat de la deteccié.
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Es una técnica basada en microarrays de baixa densitat que simplifica el procés

d’hibridacié i visualitzacié en front els sistemes arrays classics.

Metodes de deteccié ARN-VPH

El procés carcinogenic és regulat per les oncoproteines E6 i E7 del VPH, per tant,
I'expressié excessiva d’aquests gens és un marcador de risc pel cancer de cérvix. S’ha
postulat que la deteccid de I'expressié d’oncogens E6/E7 podria ser més especifica i

predir millor el risc de cancer que la prova ADN-VPH.
APTIMA

Es una prova qualitativa que es basa en la deteccié directa de I'expressié de ARNm de
les oncoproteines E6 i E7, procedent dels 14 tipus de VPH-AR
(16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,66 i 68) mitjangant una amplificacié en temps

real. La prova APTIMA HPV no discrimina entre els 14 tipus.

Aguesta tecnica va ser aprovada per la FDA en 2011 pel cribratge en dones a partir dels

30 anys, en combinacié amb la citologia (67).

Taula 9: Rendiment de les proves de VPH utilitzades en cribratge primaria (68)

Prova Sensibilitat CIN2+ Especificitat
Captura d’hibrids 97,5% 84,3%
Cervista HPV 16/18 100% 85,4%
Cobas 4800 HPV 97,3% 84,5%
Aptima HPV 97,6% 90,2%

Proteines del VPH

Aquests tests es basen en la deteccid del nivells de determinades proteines en cel-lules

obtingudes d’una mostra cervical.
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El més estudiat d’aquests assaigs és el que determina la presencia de la proteina E6,
que en estudis recents sembla presentar major especificitat que els tests d’ADN, tot i
que disminuint la seva sensibilitat. Es per aquesta rad que es planteja el seu Us com a

complement diagnostic en els casos de pacients portadores VPH-AR.

Proteina p16

La deteccidé de la proteina pl6 junta o separada de la Ki-67, s’ha estudiat com un

metode de triatge de les lesions cervicals de baix grau.

La quantitat d’oncoproteines pot ser estimada mitjangant la deteccié d’un marcador
d’expressié proteina com és I’ARN missatger d’E6 i E7, donat que pel moment no és

possible detectar les immunoproteines E6 i E7 immunohistoquimicament.

La immensa majoria de lesions preneoplasiques i cancers cervicals han demostrat
presentar una sobreexpressid de la proteina pl6, mentre que en teixits normals la
trobem molt poques vegades, degut a que I'accio de la proteina E7 en els virus d’alt

risc és fins a 10 vegades més efectiva que en els de baix risc.

Tot i aix0, el fet que un petit percentatge de casos sense alteracions displasiques
puguem trobar aquesta proteina sobreexpressada, fa que es requereixi una avaluacié

histologica addicional per dur a terme una correcta avaluacié.

L’expressid de pl6 sembla ser independent del virus d’alt risc que provoca la infeccid
oncogenica, per la qual cosa seguira sent necessaria la tipificacid del virus per

tecniques de deteccio d’ADN.

A més a més, a diferéncia d’altres marcadors tumorals classics, p16 no s’associa a
proliferacié, no expressant-se en altres cel-lules normals amb alta capacitat
proliferativa. La sensibilitat de p16 per detectar casos de CIN2+ es situa en un 83% i

una especificitat del 70% (69,70).
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CINtec PLUS Cytology Kit

Es un assaig immunohistoquimic per la deteccié qualitativa simultania de les proteines
pl6 i Ki-67 en preparacions citologiques cervicals. Esta indicat el seu Us en pacients

amb diagnostic d’ASCUS, LSIL i VPH positiu amb citologies negatives.

En les cel-lules eucariotiques, el control de la progressié del cicle de divisié cel-lular és
regulat per un complex patré d’expressié controlada i modificacions translacionals de
les proteines que regulen el cicle cel-lular. La proteina p16INK4a té un paper important
en el mecanisme de regulacio del cicle cel-lular eucariotic. Aixi doncs p16 desencadena
la detencid del cicle cel-lular en el transcurs dels processos de diferenciacié cel-lular.
D’aquesta manera, proporciona un efecte antiproliferatiu durant la progressié del cicle
cel-lular regular. En les cel-lules epitelials diferenciades terminalment, p16 disminueix

fins a nivells normalment no detectables mitjangant immunohistoquimica.

Ki-67 és una proteina associada a la proliferacié que pot trobar-se exclusivament en el
nucli de les cel-lules proliferants. Els analisis del cicle cel-lular han revelat que I'antigen
Ki-67 esta present a nivells detectables en totes les fases de la proliferacio cel-lular aixi
com en la mitosis, mentre que les cel-lules inactives o en repos en la fase GO no

expressen l'antigen.

Com que les cél-lules que sobreexpressen pl6 poden proliferar activament només
quan s’altera el mecanisme de control del cicle cel-lular, I'expressié de pl16 i el
marcador de proliferacio Ki-67 dintre d’una mateixa cel-lula haurien d’excloure’s
mutuament en condicions fisiologiques normals. Per tant, I'expressié concomitant de
pl6 i Ki-67 en determinades cél-lules es pot utilitzar com un marcador de desregulacié

del control del cicle cel-lular en les cel-lules respectives (71).

Nombrosos estudis han demostrat la utilitat clinica d’aquest marcador molecular, amb
una sensibilitat que es situa prop del 90% i sobretot augmentant I'especificitat fins al

80% respecte la deteccié de VPH-AR (72-74).
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Figura 26: Cél-lula p16/Ki-67 positiva
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JUSTIFICACIO DE LESTUDI
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JUSTIFICACIO DE L’ESTUDI

La infeccid persistent per VPH-AR és la principal causa de cancer de cervix. Un 80% de
les dones han estat infectades per VPH en algun moment de la seva vida, perd només
un 15% desenvolupen malaltia. Nombrosos estudis epidemiologics han demostrat el
paper del VPH en el cribratge primari del cancer cervical, aixi com en la vigilancia

posttractament d’una conitzacié cervical.

El diagnostic d’una lesio de LSIL en una pacient obliga a la realitzacié d’una colposcopia
amb biopsia dirigida per descartar la presencia de CIN2+. Si es descarta la lesié d’alt
grau es sotmet a la pacient a controls semestrals per valorar la regressio, la

persisténcia o I'evolucid de la lesid.

L’evideéncia obtinguda en els darrers anys ens demostra que aquestes lesions regressen
espontaniament en un 80%, fet que ens fa plantejar-nos un metode de cribratge de les

LSIL amb objecte d’identificar les lesions amb alt risc de progressio.

L'elevat nimero de dones diagnosticades de LSIL després del cribratge citologic
constitueixen una problematica no resolta. L’heterogeneitat d’aquest grup respecte el
verdader risc de desenvolupar un cancer invasiu, sovint motiva que un subgrup
d’aquestes pacients es vegin perjudicades dels efectes desfavorables d’un tractament

innecessari o d’una conducta expectant en pacients que progressaran a cancer invasor.

Per tant, per aconseguir un test que tingui una elevada especificitat i sensibilitat a
nivell clinic, aquest hauria de detectar Unicament aquells casos de LSIL que en un futur

evolucionaran a CIN2+.

Per aquesta rad, I'aplicacio de diferents tests moleculars disponibles, entre ells I'Gs de
la deteccio de la infeccié per VPH, el genotipat de determinats VPH o la positivitat per
p16/Ki67 ofereixen futures perspectives per seleccionar aquelles pacients amb risc

d’evolucionar.
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HIPOTESIS

Hipotesi 1: La deteccid de la infeccié per VPH en les pacients LSIL/ASCUS permet
identificar els casos amb major risc de progressié a CIN2+, i suggestives d’un major

control.

Hipotesi 2: La deteccié de determinats genotips VPH en les pacients ASCUS-LSIL
permet identificar els casos amb major risc de progressié a CIN2+, i suggestives d’un

major control.

Hipotesi 3: La positivitat per la tincié dual p16/Ki67 en pacients VPH 16/18 permet
identificar els casos amb major risc de progressiéd a CIN2+, i suggestives d’un major

control.
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OBIJECTIUS

OBJECTIU PRIMARI:

e Calcular el risc de persistencia i d’evolucio a CIN2+ en les pacients amb resultat
citologic ASCUS/LSIL en funcié dels marcadors moleculars:
- La deteccié de la infeccié per VPH
- La determinacio del genotip de VPH especific

- Lasobreexpressié de p16/ki-67

OBJECTIUS SECUNDARIS:

1. Coneixer les caracteristiques de les pacients amb displasia cervical lleu de la
nostra area d’influencia en el periode de temps estudiat.

2. Estudiar la deteccié i distribucié dels genotips de VPH en les lesions de baix
grau.

3. Descriure la historia natural de la LSIL en les nostres pacients: taxes de
regressio, persisténcia o evolucio.

4. Avaluar la relacid entre I'evolucié de la lesid cervical i les caracteristiques
demografiques i epidemiologiques.

5. Avaluar la relacié entre I'evolucié de la lesié cervical i els resultats citologics en
el moment basal.

6. Avaluar la relacié entre I'evolucid de la lesié cervical i els resultats colposcopics
en el moment basal.

7. Estudiar la sensibilitat, especificitat, VPP i VPN per la deteccié de VPH.

8. Estudiar la sensibilitat, especificitat, VPP i VPN en el genotipatge del VPH.

9. Estudiar la sensibilitat, especificitat, VPP i VPH de la tincié dual p16/Ki-67.
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MATERIAL | METODES

Disseny de I'estudi

Es tracta d’un estudi observacional, prospectiu, de tall longitudinal que inclou pacients
de I'area de Metropolitana Nord de la provincia de Barcelona.

Els casos inclosos en I'estudi s'han recollit a partir de les pacients que s'han visitat a la
Unitat de Patologia Cervical de I'Hospital Universitari Germans Trias i Pujol i a la Unitat
de Patologia Cervical del ASSIR Badalona-Sant Adria del Besds des de juliol 2012 fins al

juliol 2013 i han estat diagnosticades de displasia cervical lleu.

Ambit d’estudi

La poblacié de lI'estudi ha inclos pacients amb displasia cervical lleu controlades a
I’'Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, de Badalona, Barcelona (Universitat
Autonoma de Barcelona), a I’ASSIR La Riera i a I’ASSIR Dr. Barraquer. Aquest hospital
inclou com a area de referéncia un Sector de la regié Sanitaria de Metropolitana Nord,
amb una cobertura de 250.000 habitants. El temps de recollida ha estat de 12 mesos,

des de juliol 2012 fins a juny 2013.

Subjectes

Les pacients incloses a I’estudi han estat visitades en el consultori de patologia cervical
de I'Hospital Universitari Germans Trias i Pujol i de I’ASSIR Badalona-Sant Adria del
Besds, per troballa de lesid cervical lleu en el programa de cribratge.

Es van diagnosticar 398 dones de lesid cervical i aplicant els criteris d’inclusié i exclusid

es van incloure 266 dones a I'estudi.

- Criteris d’inclusio:
o Totes aquelles pacients amb troballa de citologia amb displasia cervical
lleu visitades a la Unitat de Patologia Cervical (HUGTIP i ASSIR Badalona)
que han realitzat el diagnostic, el tractament i el posterior seguiment

durant dos anys en aquest centre.
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o Sense patologia cervical previa els ultims dos anys
- Criteris d’exclusio:

o Pacients diagnosticades en un altre centre

o Pacients tractades en un altre centre

o Patologia cervical previa

o Canvi de domicili, perdua de seguiment

o Barreraidiomatica

o Pacients portadores VIH

Recopilacio de les mostres

Estudi citologic

Els estudis citologics es van realitzar a totes les pacients i es van classificar segons el
sistema Bethesda que inclou les seglients categories: atipia glandular de significat
incert (AGUS), atipia escamosa de significat incert (ASCUS), lesié cervical intraepitelial
de baix grau (LSIL) que inclou les displasia lleu i lesié intraepitelial cervical d’alt grau

(HSIL) que correspon a les displasies moderades i severes.

Estudi histologic

Totes les dones han estat examinades mitjancant estudi colposcopic amb una solucié
d’acid acetic 3-5%. S’ha utilitzat la nova terminologia colposcopica de la Federacio
Internacional de Patologia Cervical i Colposcopia acceptada al Congrés de Rio I'any
2011: troballes normals, troballes anormals (epiteli acetoblanc, mosaic, puntejat, iode
negatiu, vasos atipics), canvis suggestius de carcinoma invasor i colposcopia no

satisfactoria pel diagnostic.

Les mostres han estat obtingudes mitjangant biopsia dirigida amb I'examen
colposcopic en les arees del cervix amb troballes atipiques. Les biopsies van ser fixades
amb parafina i sén analitzades per dos patolegs diferents, especialitzats en patologia
cervical i classificades segons: negativa, neoplasia intraepitelial cervical tipus 1, 2 i 3

(CIN 1, 2 0 3), carcinoma, adenocarcinoma i troballes atipiques.
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Deteccié ADN VPH (High Risk HPV DNA Test Hybrid Capture 2 ® (CH2))

Es va determinar ’ADN del VPH mitjangant la tecnica captura d’hibrids realitzada al

Servei d’Anatomia Patologica de I'Hospital Universitari Germans Trias i Pujol.

Es detecten els tipus de virus d’alt risc 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 i 68.
Es un assaig d’hibridacié d’acids nucleics mitjancant I'amplificacié de la senyal i I'is de
guimioluminescencia en microplaca per la deteccidé qualitativa de 13 tipus d’alt risc d’

ADN virus del papil-loma huma (VPH) en mostres cervico-uterines.

Les mostres que contenen |” ADN diana s’ hibriden amb una sonda ARN especifica del
VPH. Els hibrids ADN-ARN resultants es capturen a la superficie dels pouets de la
microplaca, recoberts per anticossos especifics per aquests hibrids. A continuacio, els
hibrids immobilitzats reaccionen amb anticossos conjugats amb fosfatasa alcalina,
especifics pels hibrids d’ADN-ARN i es detecten mitjangant un substrat quimioluscent.
Varies molécules de fosfatasa alcalina es conjuguen amb cada anticos. Un gran nimero
d’anticossos conjugats s’uneixen a cada hibrid capturat, amplificant aixi
significativament la senyal. A mesura de la fosfatasa alcalina unida degrada el substrat,

s’emet llum, que es mesura en unitats luminiques reactives (URL).

Una determinacié de URL igual o superior al valor de tall indica la preséncia de
sequencies d’ADN del VPH d’alt risc en la mostra. Una determinacié de URL inferior al
valor de tall indica I'absencia de VPH d’alt risc o bé la preséncia de nivells d’ADN

inferiors al nivell de deteccid.

Determinacio del genotip del VPH per PCR ( CLART ® Papillomavirus humano 2)

Per determinar el genotipatge del VPH es va realitzar el kit d’amplificaci6 CLART® HPV2
(Genomica). Es van fer servir 5 pl d’ADN purificat per I'amplificacié de la reaccidé en
cadena de la polimerassa. La regié que s’amplifica és la del gen polimorfic L1 del
genoma viral. Es detecten i genotipen un total de 35 genotips de la mucosa identificats
segons manual del kit com: 15 tipus d’alt risc (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58,59, 68, 73 i 82), tres genotips potencialment d’alt risc (26, 53 y 66), 11 genotips de
baix risc (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 i 81) i sis genotips de risc desconegut (62,
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71, 83, 84, 85 i 89). També s’amplifica un gen endogen per avaluar la cel-lularitat de la

mostra, I'extraccié d’ADN i I'abséncia d’inhibidors de PCR.

Abans de la visualitzacid, els productes de la reaccié en cadena de polimerassa es van
desnaturalitzar a 952C durant 10 minuts. La visualitzacid es va realitzar fent servir 10 pl
de la desnaturalitzacié del producte de PCR al microarray CLART. El sistema de
deteccié amb CLART Papillomavirus huma 2 es basa en la precipitacié d’un producte
insoluble en aquelles zones de microarray en les que es produeix la hibridacié dels
productes amplificats amb les sondes especifiques. Durant la PCR, els productes
amplificats es marquen amb biotina. Després de |'amplificacid, aquests productes
s’hibriden amb les seves respectives sondes especifiques que estan immovilitzades en
zones concretes i conegudes com microarray, incubant-se després amb un conjugat de
estreptavidina-peroxidasa. El conjugat s’uneix a través de I'estreptavidina amb la
biotina present en els productes amplificats (que a la vegada es troben units a les
seves sondes especifiques) i I'activitat peroxidasa provoca l'aparicié d’un producte
insoluble en presencia del substracte o-dianisidina, que precipita sobre las zones del

microarray en las que succeeix la hibridacio.
El precipitat es va analitzar automaticament al Clinical Array Reader (Genomica).

Deteccid de les proteines p16/ki-67 (CINtecPLUS ® Roche Diagnostics)

CINtec PLUS és un assaig immunohistoquimic per la deteccid qualitativa simultania de

les proteines p16 i Ki-67 en preparacions citologiques cervicals.

El kit CINtec PLUS detecta i tenyeix dos biomarcadors: la proteina p16, reguladora del

cicle cel-lular ampliament validat i Ki-67, un marcador de proliferacio cel-lular activa.

La tincid dual actua mitjangant dos anticossos units a dos cromogens diferents, de
manera que les cél-lules amb positivitat per p16 mostraran tincié citoplasmatica i/o
nuclear de color marro i aquelles amb positivitat per Ki67 mostraran coloracié nuclear
vermella. La deteccid simultania d’ambdds marcadores en les cel-lules indiquen una
situacié aberrant i per tant desregulacié cel-lular que esta associat a un fenotip

maligne.
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Permet el reconeixement de ceél-lules neoplasiques, amb cicle cel-lular alterat i
proliferacié descontrolada, en mostres citologiques de cervix uteri tant d’origen
escamods com glandular, mitjancant la immunoexpressié simultania de pl16 i Ki67,

millorant I'especificitat en el diagnostic citologic.

Definicio de les variables

La variable objecte de I'estudi és Evolucié de la lesié cervical. S’han classificat en

curacio, persisteéncia o progressio.
Definim com:

e CURACIO:
A. Dos citologies normals en un any separades per 6 mesos i VPH negatiu
e PERSISTENCIA:
A. Lalesid LSIL/ASCUS es manté durant els dos anys de seguiment
B. VPH positiu
e PROGRESSIO
A. Diagnostic de CIN2, CIN3, carcinoma in situ de céervix o carcinoma

invasor mitjangant biopsia dirigida per biopsia

Per tal de definir aquesta lesié cervical i associar-la als marcadors moleculars estudiats,

s’ha definit també:

- Tipus de lesio cervical
a. Citologica (Canvis associats a VPH, LSIL, HSIL, ASCUS, ASCUS-H, ADK)
b. Histologica (CIN1, CIN2, CIN3, ADK)
- Deteccio de I’ADN de VPH
a. Deteccié dels tipus de virus d’alt risc 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 68, que s’ha demostrat que sén el principal factor casual per
I'aparicié del cancer de coll uteri

- Determinacié dels genotips VPH especific
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a. Detecta la presencia dels 35 VPH (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40,
42, 43, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 61, 62, 66, 68, 70, 71, 72, 73, 81, 82,
83, 84, 85 | 89) amb major importancia clinica.
- Detecci6 p16/Ki67

a. Positiu o negatiu per la tincié dual.

D’altra banda, per tal d’associar la variable objecte amb altres cofactors, s’han estudiat

de cada pacient inclosa a I'estudi altres variables.

- Variables de tipus sociodemogrdfic:
o Edat
- Variables que fan referencia a patologies prévies
o Immunosupressié i tipus (VIH, transplantament, tractament
immunosupressor, malalties autoimmunes entre d’altres)
- Variables que fan referencia a la historia gineco-obstétrica
o Menarquia
o Planificacio familiar
o Inicide RS
o Parelles sexuals durant tota la vida
o Parelles sexuals ultim any
o Antecedent de condilomes
o Antecedent d’altres malalties de transmissio sexual
- Variables que fan referencia als factors de risc:
o Tabac

o Alcohol

PROTOCOL DE CONTROL | SEGUIMENT

Es van incloure en I'estudi 266 pacients diagnosticades de LSIL des de juny de 2012 fins

juny 2013.
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Les dades es van recollir als seglients moments:

e Alaprimera visita de patologia cervical (Om);

o Através d'una entrevista directa:
= Antecedents patologics, intervencions previes, antecedents
gineco-obstetrics i habits toxics
= Informacid de les caracteristiques i objectius de l'estudi i
signatura del consentiment informat (annexe)
o Através de I'exploracié de la pacient
= Exploracié ginecolodgica basica: exploracid genitals externs,
observant la presencia de condilomes genitals o anals.
= Exploracié cervical i vaginal:
e Especul i visualitzacié directa de vagina i cervix sense
preparacio
e Recollida de mostra per citologia i determinacié de VPH
(ThinPrep amb 30mL de PreservCyt (Hologic, Marlboroug,
MA, U.S.A)
o Deteccio ADN VPH
o Determinacid genotip VPH especific
o Tincid dual
e Colposcopia:
o Exploracié directa: Filtre verd
o Test de I'acid acetic: Aplicacio d’acid acetic al 3-
5% amb tampd de cotd per visualitzar les arees
displasiques.
o Valoracié colposcopica emprant els parametres
internacionals (Classificacié colposcopica de Rio
de Janeiro 2011. IFCPC)

o Biopsia amb pinca Kevorkien en casos indicats

e Alasegona visita de patologia cervical (6m);

o Através d’una entrevista directa:
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= Actualitzaci6 de factors de risc (canvi de parella, metode
anticonceptiu, tabaquisme)
o través de I'exploracio de la pacient
= Exploracié ginecologica basica: exploraciéd genitals externs,
observant la preséncia de condilomes genitals o anals.
= Exploracié cervical i vaginal:
e Especul i visualitzacié directa de vagina i cervix sense
preparacio
e Citologia cervical
e Colposcopia segons tecnica habitual i eventual biopsia
o En funcid dels resultats obtinguts en la citologia i la bidpsia, es van

classificar en funcid de si va haver curacid, persistencia o evolucié.

e Alatercera visita de patologia cervical (moment 12m);
o Através d'una entrevista directa:
= Actualitzaci6 de factors de risc (canvi de parella, metode
anticonceptiu, tabaquisme)
o Através de I'exploracié de la pacient
= Exploracié ginecologica basica: exploraciéd genitals externs,
observant la preséencia de condilomes genitals o anals.
= Exploracié cervical i vaginal:
e Especul i visualitzacié directa de vagina i cervix sense
preparacio
e Recollida de mostra per citologia i determinacié de VPH
o Deteccio ADN VPH
o Determinacio genotip VPH especific

e Colposcopia segons tecnica habitual i eventual biopsia

e Alaquarta visita de patologia cervical (moment 18m);

o A través d’una entrevista directa:

= Actualitzaci6 de factors de risc (canvi de parella, metode
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anticonceptiu, tabaquisme)
o través de I'exploracio de la pacient
= Exploracié ginecologica basica: exploraciéd genitals externs,
observant la presencia de condilomes genitals o anals.
= Exploracié cervical i vaginal:
e Especul i visualitzacié directa de vagina i cervix sense
preparacio
e Citologia cervical
e Colposcopia segons tecnica habitual i eventual biopsia
o En funcid dels resultats obtinguts en la citologia i la biopsia, es van

classificat en funcié de si va haver curacio, persisténcia o evolucid.

e Alacinquena visita de patologia cervical (moment 24m);
o Através d'una entrevista directa:
= Actualitzacié de factors de risc (canvi de parella, métode
anticonceptiu, tabaquisme)
o Através de I'exploracié de la pacient
= Exploracié ginecolodgica basica: exploracié genitals externs,
observant la preséncia de condilomes genitals o anals.
= Exploracié cervical i vaginal:
e Especul i visualitzacié directa de vagina i cervix sense
preparacio
e Recollida de mostra per citologia i determinacié de VPH
o Deteccio ADN VPH
o Determinacio genotip VPH especific
e Colposcopia segons tecnica habitual i eventual biopsia
o En funcid dels resultats obtinguts en la citologia i la biopsia, es van

classificat en funcié de si va haver curacio, persisténcia o evolucid.
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ANALISIS ESTADISTIC

Les analisis descriptives i I'analisi inferencial s’han realitzat amb una confianga del 95%
amb SPSS Advanced Models ™ 15.0 (SPSS Inc. 233 South Wacker Drive, 11th Floor
Chicago, IL 60606-6412).

En primer lloc s’ha realitzat una analisi descriptiva de les dades en el moment basal. Els
resultats de les variables qualitatives s’han expressat en frequéncies absolutes i
percentatges, i les variables quantitatives amb la mitjana i la desviacié estandard (DE).
A continuacio s’ha fet la mateixa analisi descriptiva en cada moment de seguiment per
veure quina és I'evolucid de la lesid i I'evolucié del marcador molecular (en funcié del
virus). Per tal d’assolir els nostres objectius principals, s’ha comparat les pacients en
funcid del tipus de lesid cervical, la deteccid del VPH, el tipus de virus, la deteccié de

p16/Ki-67 i si hi hagut evolucid.

La prova de Ji-quadrat de Pearson ()(2) i la prova de Fisher exacta s’han utilitzat per

comparar proporcions.

Una analisi multivariant mitjangant regressid logistica s’"ha emprat per valorar la relacié
entre les variables independents i la variable dependent binaria. De forma resumida,
previament s’ha realitzat un analisi bivariable per determinar quines variables (o
factors de risc) estaven associades amb les variables dependents. Totes les variables
gue van ser significatives en I'analisi bivariable (p<0,10) o clinicament rellevants varen
ser valorades per la col-linealitat i posteriorment va ser aplicat I’analisi multivariant.

La Prevalenca (P) i la Incidéncia Acumulada o Risc (R) s’Than emprat com a mesures de
freqéncia. El Risc Relatiu (RR) s’ha fet servir com una mesura d’associacio entre els

factors de risc i les variables dependents.

La validesa de les proves de diagnostic s’ha avaluat amb els index de Sensibilitat,
Especificitat, Valor Predictiu de la Prova Positiva i Valor Predictiu de la Prova Negativa.

Finalment, s’ha realitzat una analisi de supervivencia mitjancat el metode no
parametric de Kaplan-Meier. Les corbes de supervivencia s’han comparat mitjangant la

prova de Mantel-Haenzel.
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ASPECTES ETICS

L'estudi “Marcadors moleculars com a factors de persistéencia i evolucio de les lesions
cervicals lleus” va ser avaluat per comite d’etica de I'lGTP de I'Hospital Germans Trias i

Pujol amb resultat satisfactori.
Ha estat inclos en la linia d’investigacio de patologia cervical.

El laboratori ROCHE va cedir els kits CINTec Plus ©.
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6.

RESULTATS
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RESULTATS

1. Analisis descriptiu de la poblacié estudi

1.1.Diagrama de fluxos

De les 398 pacients diagnosticades de lesid de baix grau durant el periode de I'estudi

en aplicar els criteris d’inclusié i exclusid del mateix, es va obtenir una mostra de 266

pacients amb citologia LSIL o ASCUS que van ser les que finalment es van incloure a

I'estudi.

Poblacid inicial
398 citologies LSIL-ASCUS|

LSIL i ASCUS
N=279 pacients

Primer control
LSIL i ASCUS
N= 275 pacients

Segon control Tercer control

N= 272 pacients N= 269 pacients

Figura 27: Diagrama de fluxos del nostre estudi

Quart control

N=266 pacients
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1.2.Caracteristiqgues demografiques i cliniques de la nostra mostra

Les pacients incloses a I’estudi tenien una edat compresa entre els 18 i 82 anys, amb

una edat mitja de 37,6 anys (+/-11,9) i una mitjana de 36.
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Figura 28: Distribucio de las pacients LSIL/ASCUS per grups d'edat

Com es pot observar en el grafic, la majoria de les dones estudiades es trobaven entre

els 3140 anys (28,5%), amb tendéncia al descens a partir d’aquesta edat.

Respecte a I’edat d’inici de les relacions sexuals, va variar entre els 13 i els 32 anys. La
majoria de dones havien iniciat les relacions sexuals a una edat de 17 anys o superior
(195 dones). Pel que fa al nimero de parelles sexuals, un 62,4% de les dones havien
tingut entre 1i 5 parelles sexuals, mentre que només un 35,3% n’havien tingut més de
5. Pel que respecte a les relacions sexuals durant el darrer any, 206 dones havien
tingut només una parella, mentre que el 17,1% n’havien tingut més. La pacient amb

més parelles sexuals durant I’Gltim any va tenir-ne 9.

Respecte a la paritat, el 50,7 pacients eren nul-lipares (135 pacients), mentre que un

49,2% havien tingut un o més fills (131pacients). De la nostra mostra, el 17,6% de les
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pacients tenien un fill previ al diagnostic, el 24% tenien dos fills previs, el 6,7% tenien

tres fills, una pacient tenia 5 fills i una tenia 6 fills.

Respecte el metode de planificacié utilitzat, el més freqlientment utilitzat va ser el
preservatiu, per 84 dones (31,5%). Un total de 82 pacients (30,8%) de les pacients no
feien servir cap metode de planificacié familiar, el 26,6 % (71 pacients) utilitzaven
anticoncepcié hormonal, el 3,3% (9 pacients) utilitzen el DIU i el 7.5% (20 pacients)

tenen un metode anticonceptiu definitiu.
Pel que fa a I'estat menopausic, el 13,2% de les nostres pacients eren menopausiques.

L’habit tabaquic estava present en el 50 % de les pacients ( 133 pacients), de les quals
85 fumaven una quantitat igual o superior a 15 cigarretes al dia (63,9%). Entre les

pacients fumadores, la mitja de cigarretes al dia va ser de 10,9 (1-60).

Només 22 pacients de la mostra (8,3%) presentaven immunosupressio. D’entre les
malalties immunosupressores de la nostra mostra, vam trobar 5 malalties
inflamatories intestinal, 4 artritis reumatoides, 4 esclerosis multiples, 3 lupus
eritematosos sistémics, 4 tractaments amb quimioterapics, 2 transplantaments en

tractament amb immunosupressors i una immunodeficiencia variable comuna.

Les caracteristiques de la poblacié estudiada es reflexa a la seglient taula:
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Taula 10: Caracteristiques de la poblacio estudi

Caracteristiques
Dones (n)

Edat

Paritat

No

Si

Numero de fills
Cap

>3

Primera relaci6 sexual
<17 anys

>17 anys

Numero de parelles sexuals
1-5

>5

Planificacié familiar
Cap metode
Preservatiu

ACH

DIU

Metodes quirurgics

Menopausa

No

Si

Tabaquisme

No

Si

Immunosupressio

Cap

Transplantament d’organs
Malalties autoimmunes
Malaltia inflamatoria pélvica

Quimioterapia

Numero

266

37,5 (18-82)

134
131

131
47
64
18
2

60
172

166
94

80
85

71

21

231
35

133
133

244

11

%

50,4
49,2

49,2
17,7
24,1
6,8
0,8

22,6
64,7

62,4
35,3

30
30
26

86,8
13,2

50
50

91,5
0,8
4,3
1,8
1,6
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1.3.Resultats a l'inici de I'estudi

1.3.1. Citologia

Els resultats de la citologia van mostrar 198 pacients (75,9%) amb LSIL i 62 pacients

(23,3%) amb diagnostic citologic d’ASCUS.

Taula 11: Resultats de la citologia en el moment d'inici de l'estudi

N pacients %
ASCUS 62 23,3
LSIL 198 75,9

1.3.2. Colposcopia i biopsia

Totes les pacients incloses a I'estudi van ser sotmeses a una colposcopia i si aguesta
era patologica o no satisfactoria es va realitzar una biopsia cervical o un legrat

endocervical.

En funcié dels canvis colposcopics trobats, i seguint la classificacid colposcopica de Rio
de Janeiro 2011, es va classificar les colposcopies en canvis menors, canvis majors,
normal o colposcopia no satisfactoria. La colposcopia mostra lesions compatibles amb
canvis menors en un 65,4% dels casos, canvis majors en un 4,1%, no va ser satisfactoria

enun 1,5% i el 28,6% no presentaven canvis a la colposcopia.

Taula 12: Resultat de la colposcopia a I'inici de I'estudi

Colposcopia N pacient %
Normal 76 (28,6%) 28,6
Canvis menors 174 (65,4) 65,4
Canvis majors 11 4,1
No satisfactoria 5 1,9

Els canvis colposcopics més freqlientment observats van ser I'epiteli acetoblanc prim

(53,3%), el mosaic fi (16,1%) i el puntejat fi (9,7%). En menys freqliiencia, ens vam
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trobar les caracteristiques propies de lesié d’alt grau com ara I'epiteli acetoblanc dens

(2,6%), el mosaic gruixut (1,1%) i el puntejat gruixut (0,3%).

Del total de pacients amb lesié cervical incloses a I'estudi, 177 pacients (66%) van ser
sotmeses a biopsia cervical. La resta de pacients on la colposcopia va ser normal es va

citar les pacients per un control als 6 mesos com indica el protocol de I'estudi.

El 59,4% de les pacients incloses a l'estudi, van presentar una displasia cervical
confirmada per biodpsia. El diagnostic va ser de CIN1 en el 56,8%, de CIN2 en el 2,6% i
7,1% una biopsia negativa. No es va trobar, en el moment inicial de I'estudi cap cas de

carcinoma invasor de céervix.

Taula 13: Resultats histologia en el moment d'inici de I'estudi

Resultat histologia N pacients %
Negativa 19 7,1
CIN I 151 56,8
CIN 1l 7 2,6

1.3.3. Deteccio de VPH i dels marcadors del cicle cel-lular

1.3.3.1. Descripcié dels resultats en funcio6 de la deteccié del VPH

Es va determinar la infeccié per VPH mitjancant la captura d’hibrids en totes les
mostres. A l'inici de I'estudi, un 28,1% tenien resultat negatiu per VPH-AR. En la nostra
serie, el 67,2% tenien resultat positiu per VPH-AR. En 5 pacients no es va poder

determinar la captura d’hibrids per problemes tecnics.
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Figura 29: Deteccié del VPH en la nostra mostra

Es va detectar una diferéncia estadisticament significativa (p=0,000) entre la deteccid

de VPH en les lesions LSIL (72,2%) que en les lesions ASCUS (48,2%).

H\VPH- EVPH+
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27,8

Figura 30: Prevalenga de la infeccié per VPH segons el resultat citologic
En el moment del diagnostic en funcié de I'edat de la pacient trobem major proporcié
de positivitat a VPH diferents. Es a dir, en dones menors de 30 anys, la positivitat per
VPH arriba fins al 85,7%, mentre que en dones majors de 30 anys, la positivitat

s’obtingué en el 68% de les pacients (p=0,001).
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1.3.3.2. Descripci6 dels resultats del genotipat de VPH

De les pacients estudiades, un 72,9% (194 pacients) van presentar algun dels genotips
de VPH diagnosticats per la técnica utilitzada PCR-microarray (CLART-HPV2, Genomica)
En totes les pacients amb lesio citologica tot i tenir captura d’hibrids negativa es

realitza I'estudi del genotipat.

En quant a la prevalenga de les infeccions per VPH segons la classificacié del risc
oncogenic, es va observar que la presencia de genotips de baix risc en monoinfeccio
eren poc freqlients en la majoria de lesions citologiques (7,1%) i generalment, quan
aquests genotips es detectaven estaven associats a infeccions mixtes amb altres

genotips d’alt grau (24,7%).
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Figura 31: Distribucio dels virus d'alt i baix risc

Es va estudiar les infeccions per VPH en funcié de si ens trobavem una infeccié simple
per VPH o una infeccié multiple. En el nostre estudi, la prevalenga de la infeccid

multiple va representar el 51,6% del total de les infeccions.

La distribucio de resultats citologics va ser diferent si el VPH esta en infeccid simple o
infecciéd multiple. Dins els grup infeccié multiple, es va observar més preséencia de LSIL

(Ji quadrat; p=0,05).
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Figura 32: Freqiiéncia d'infeccié simple o multiple en funcié de la lesié citologica

En la nostra poblacid, els genotips de VPH més freqlients van ser, per ordre de
prevalenca, el VPH 16 (20,7%), el VPH 31 (11,3%), el VPH 52 (9,8%), el VPH 51 (9%), el
VPH 53 (8,6%), el VPH 66 (8,3%), el VPH 42 (6,8%), VPH 56 (5,6%) i el VPH 18 (4,9%). En
la seglient grafica s’observen els 10 genotips més freqlients en el moment basal i en la

taula 14 s’estudien tots els genotips trobats a la nostra mostra.

% VPH

16 I 20,7

’

31 I 11,3

’

52 I 9 8

51 I O

53 I 8.6

’

66 I 83

’

Tipus de virus

47 IS (S

y

56 IS 56

’

18 I 49

’

35 I 49

’

Figura 33: Distribucio dels 10 genotips més freqiients en dones amb lesions de baix grau
(LSIL, ASCUS) a la nostra mostra.
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Taula 14: Distribucio dels genotips de VPH huma segons la lesio citologica en la nostra mostra

Tipus de VPH ASCUS (N, %) LSIL (N, %) MOSTRES
POSITIVES
N (%)
Qualsevol VPH 194 7(12,7) 48 (87,3%) 194 (100)
VPH-16 7(12,7) 48 (87,3) 55 (20,7)
VPH-18 2 (15,4) 11 (84,6) 13 (4,9)
VPH-31 5 (16,6) 35 (83,3) 30 (11,3)
VPH-33 1(9,1) 10 (90) 11 (4,1)
VPH-35 2 (15,4) 11 (84,6) 13 (4,9)
VPH-39 2(22,2) 7(77,8) 9(3,4)
VPH-40 0 2 (100) 2(0,8)
VPH-42 1(5,6) 17 (94,4) 18 (6,8)
VPH-44 0 4 (100) 4(1,5)
VPH-45 0 6 (100) 6(2,3)
VPH-51 2(8,3) 22 (91,7) 24 (9)
VPH-52 3(11,5) 23 (88,5) 26 (9,8)
VPH-53 1(4,3) 22(95,7) 23 (8,6)
VPH-54 2(33,3) 4 (66,7) 6(2,3)
VPH-56 0 15 (100) 15 (5,6)
VPH-58 1(5,6) 17 (94,4) 18 (6,8)
VPH-59 1(11,1) 8 (88,9) 9(3,4)
VPH-61 1(71,1) 13 (92,9) 14 (5,3)
VPH-62 0 6 (100) 6(2,3)
VPH-66 4(18,2) 18 (81,8) 22 (8,3)
VPH-68 2 (20) 8 (80) 10 (3,8)
VPH-70 0 7 (100) 7(2,6)
VPH-72 0 1(100) 1(0,4)
VPH-73 0 3(100) 3(1,1)
VPH-81 3(25) 9 (75) 12 (4,5)
VPH-82 1(11,1) 8 (88,9) 9(3,4)
VPH-83 0 1(100) 1(0,4)
VPH-84 0 4 (100) 8(3,0)
VPH-85 0 1(100) 1(0,4)
VPH-6 2(18,2) 9 (81,8) 11 (4,1)

Quan es va analitzar la presencia de determinats tipus de VPH en el moment basal i la
presencia de lesid cervical, es va trobar relacid significativa en el cas del VPH tipus 16 i
el VPH 56. En la nostra mostra, en el moment basal és més freqiient trobar infeccié en

el cas del VPH 16 i 56 (Ji quadrat; p=0,000).

En funcid del genotip de virus especific, la distribucié de la lesié citologica en el
moment basal és diferent. Tant les pacients portadores de VPH 16 com de VPH 56
s’associaven majoritariament amb LSIL de forma estadisticament significativa amb una

p=0,009 i p=0,000 respectivament. Es va analitzar I'associacié VPH 16 i VPH 18 en el
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moment basal, i es va observar que si que existeix associacid entre deteccid i lesié
cervical (p=0,002). Per tant, una pacient portadora del VPH 16/18 tindra més

freqlientment una lesidé que no pas la no portadora.

1.3.3.3.  Descripcié dels resultats de la deteccié p16/Ki-67

La deteccié de pl6/Ki-67 es va realitzar en 48 dones portadores del VPH 16/18.

D’aquestes pacients, 18 van tenir resultat positiu i 30 pacients van tenir resultat

negatiu.
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Figura 34: Resultats de la prova CINTec Plus

De les pacients amb mostres positives per tincié dual, el 22,2% tenien una lesid
citologica ASCUS i el 76,6% tenien lesid de LSIL, amb diferéncies estadisticament

significatives (p=0,000)

2. Evolucio de les lesions cervicals

En el nostre estudi, el 58,9% de les lesions van regressar espontaniament en el

transcurs dels seglients 24 mesos posteriors al diagnostic, 19,6% van persistir en el
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seguiment i 22,2% evolucionaren a CIN2+. En el seglient grafic es pot observar quina

és la historia natural de les lesions cervicals de les nostres pacients per temps.
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Figura 35: Evolucio de les lesions cervicals en els diferents controls de I'estudi

Com es veu a la grafica, a I'any del diagnostic és quan s’observen més regressions de la

displasia cervical lleu (54% de les pacients).

3. Relacid entre I’evolucié de la lesid i els factors epidemiologics

3.1.Edat

Es van analitzar els resultats per grups d’edat, i amb el punt de tall de 30 anys. No es
van obtenir diferéencies estadisticament significatives comparant els diferents grups
d’edat (p=0,400). En dividir la cohort en el punt de tall dels 30 anys, I'associacié

tampoc van ser significativa.
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Taula 15: Resultat del seguiment de LSIL per grups d’edat

Regressio Persistencia Evolucid Total
<20a 1(25%) 2 (50%) 1(25%) 4 (100%)
21-30 54 (62,1%) 17 (19,5%) 16 (18,4%) 87 (100%)
31-40 43 (56,6%) 10 (13,2%) 23 (30,3%) 76 (100%)
41-50 37 (58,7%) 13 (20,6%) 13 (20,6%) 63 (100%)
>50 21 (58,3%) 9 (25%) 6 (16,7%) 36 (100%)
Total 156 (58,6%) 51 (19,2%) 59 (22,2%) 266 (100%)
p= NS

Taula 16: Resultat del seguiment de les LSIL segons I’edat, amb el punt de tall als 30 anys

< de 30 anys
> de 30 anys

Total

Regressio
101 (57,7%)
55 (60,4%)
156 (58,6%)

Persisténcia

32 (18,3%)
19 (20,9%)
51 (19,2%)

Evolucié

42 (24,0%)
17 (18,7%)
59 (22,2%)

Total

175 (100%)
91 (100%)
266 (100%)

p= NS

Es va agrupar persisténcia i evolucié de tal manera que el que es va valorar és si hi

havia curacié o no. En aquest cas, tampoc es van obtenir resultats estadisticament

significatius en cap dels dos suposits. Tot i aix0, es va observar una tendeéncia a la

regressid major en dones menors de 30 anys.

Taula 17: Resultat del seguiment de les LSIL per edat agrupant per curacio o no curacio

Curacio No curacio Total

<20 anys 1(25%) 3 (75%) 4 (100%)
21-30 anys 33 (37,9%) 54 (62,1%) 87 (100%)
31-40 anys 33 (42,4%) 43 (56,6%) 76 (100%)
41-50 anys 26 (41,3%) 37 (58,7%) 63 (100%)
>50 anys 15 (41,7%) 21 (58,3%) 36 (100%)
Total 110 (41,4%) 156 (58,6%) 266 (100%)
p= NS
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Taula 18: Resultat del seguiment de les LSIL agrupant per curacio o no curacio, amb el punt
de tall als 30 anys

Curacié No curacio Total
<30 anys 101 (57,7%) 74 (42,3%) 175 (100%)
>30 anys 36 (39,6%) 55 (60,4%) 91 (100%)
Total 110 (41,4%) 156 (58,6%) 266 (100%)
p=NS
3.2.Paritat

No es van observar diferéncies estadisticament significatives en les dones que no

havien parit respecte les que si ho havien fet.

Taula 19: Resultat del seguiment de les LSIL agrupant per paritat

Regressio Persisténcia Evolucid Total
Nuliparitat 71 (53%) 31(23,1%) 32 (23,9%) 134 (100%)
Multiparitat 84 (64,1%) 20 (15,3%) 27 (20,6%) 131 (100%)
Total 155 (58,5) 51 (19,25) 59 (22,3%) 265 (100%)

p=NS

Es va estudiar el grup de dones amb 3 o més fills o menys de 3 fills, i tampoc es van obtenir

resultats estadisticament significatius.

Taula 20: Resultat del seguiment de les LSIL agrupant en funcié del niumero de fills

Regressio Persisténcia Evolucid Total
0,1, 2 fills 143 (58,3%) 47 (19,1%) 55 (22,4%) 245 (100%)
>3 fills 12 (60%) 4 (20%) 4 (20%) 20 (100%)
Total 155 (58,4%) 51 (19,2%) 59 (22,2%) 265 (100%)

p= NS

Agrupant les variables persistencia i evolucio per tal de valorar si augmentava la nostra

poténcia estadistica, tampoc es van observar resultats estadisticament significatius.
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3.3. Menopausa

En dones menopausiques no es van trobar diferencies en comparar-les amb les no

menopausiques.

Taula 21: Resultat del seguiment de les LSIL en funcié de I'estat menopausic

Regressid Persisténcia Evolucid Total
Menopausa 20 (57,1%) 10 (28,6%) 5 (14,3%) 35 (100%)
No menopausa 136 (58,9%) 41 (17,7%) 54 (23,4%) 231 (100%)
Total 156 (58,6%) 51 (19,2%) 59 (22,2%) 266 (100%)

p=NS

Agrupant les variables persisténcia i evolucié i creant de nou les variables curacid i no

curacio, tampoc es van observar diferéncies estadisticament significatives.

3.4.Inici de relacions sexuals

Comparant el grup de dones que havien tingut relacions sexuals abans dels 17 anys,
respecte les que van tenir-les més tard, no es van trobar diferencies estadisticament

significatives en quan a I’evolucid de les lesions.

Taula 22: Resultat del seguiment de les LSIL en funcid de l'inici de les relacions sexuals

Regressio Persisténcia Evolucid Total
Inici RS<16 anys 39 (65%) 16 (26,7%) 5 (8,3%) 60 (100%)
Inici RS>16 anys 112 (65,1%) 35 (20,3%) 25 (14,5%) 172 (100%)
Total 151 (65,1%) 51 (22%) 30 (12,9%) 232 (100%)
p=NS
Agrupant persistencia i evoluci6 tampoc obtenim resultats estadisticament
significatius.
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3.5.NUumero de parelles sexuals

Es van trobar diferéncies estadisticament significatives en quan al nombre de parelles
sexuals durant tota la vida. Aixi, les dones amb més de 5 parelles sexuals tenien un risc

major d’evolucid a CIN2+ (p=0,04).

Taula 23: Resultat del seguiment de les LSIL en funcié del nimero de parelles sexuals

Regressio Persistencia Evolucid Total
1-5 parelles 42 (44,7%) 26 (27,7%) 26 (27,7%) 94 (100%)
sexuals
>5 parelles 110 (66,3%) 25 (15,1%) 31 (18,7%) 166 (100%)
sexual
Total 152 (58,5%) 51 (19,6%) 57 (21,9%) 260 (100%)
p=0,04

Es va analitzar I'OR del resultat “>5 parelles” i s’"observa que una persona amb més de
5 parelles sexuals, tenia 2,72 (IC 95% 1,16-4,12) vegades més de risc d’evolucionar la

lesié cervical que les dones que havien tingut menys de 5 parelles.

Taula 24: Odds ratio del nimero de parelles sexuals

P. Sexuals N total Evolucio N (%) OR
1-5 166 31 (18,7%)
>5 94 26 (27,7%) 2,72 (1c95: 1,16-4,12)

Analitzant les parelles sexuals durant el darrer any, es va observar que a més parelles

sexuals, més augmentava el risc (OR: 1,1 1C 95: 1,02-1,14).

3.6.Planificacidé familiar

No es van trobar diferéncies estadisticament significatives en quant a I’evolucio de les
lesions amb métodes anticonceptius hormonals. Respecte I'Us de preservatiu, tampoc

s’observa un major percentatge de regressions.
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Taula 25: Evolucié de les lesions i us de preservatiu

Preservatiu N total N evolucié % OR

Si 85 42 49,4

No 181 68 37,6 1,6 (1C 95 0,96-2,73)
p= NS

Taula 26: Evolucio de les lesions i us d'anticoncepcié hormonal

ACH N total N evolucié % OR
Si 9 3 33,3
No 177 79 42,9 0,664 (1c0,16-2,74)
p= NS
3.7. Tabac

Es va analitzar I'evolucid de les lesions en grup de pacients fumadores versus les no
fumadores i es va observar una tendéncia a I’evolucié en les pacients fumadores, pero

sense obtenir resultats estadisticament significatius (p=0,06).

Taula 27: Evolucié de les lesions i consum de tabac

Fumadores N total N evolucié % OR

No 133 24 18,0%

Si 133 35 26,3% 1,64 (IC 0,91-2,98)
p=0,06

Estudiant I'evolucié de les lesions en funcié del nimero de cigarretes per dia, i amb el
tall en 15, es van trobar diferéncies estadisticament significatives (p=0,003). El risc

d’evolucié va augmentar per cada cigarreta de més, respecte la curacié.

Taula 28: Evolucio de la lesio i consum de > 15 cigarretes al dia

>15 cig/dia N total No Evolucié %

No 224 42 18,8%

Si 42 17 40,5% 2,94 (IC 1,46-
5,94)

p=0,003
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4. Relacio entre I’evolucio de la lesid i els resultats al moment basal

4.1.Risc d’evolucié a CIN2+ en funcio del resultat citologic basal

S’ha determinat quin és el risc d’evolucié a CIN2+ amb el diagnostic de lesié de baix
grau (ASCUS/LSIL) a I'inici de I'estudi, sense tenir en compte els resultats de deteccid
del VPH. En la nostra série, de les 266 pacients diagnosticades de lesio cervical, un total
de 204 van ser diagnosticades de LSIL i 62 d’ASCUS. L’evolucio global de la nostra serie
és del 22,2%; si ens fixem en el diagnostic en el moment inicial, les LSIL evolucionen un

23,5% i les pacients ASCUS un 17,7% (p=0,004).

Taula 29: Resultat del seguiment de les LSIL, per I’estudi citologic basal

Regressio Persisténcia Evolucid Total
ASCUS 45 (69,2%) 6 (9,6%) 11 (17,7%) 62 (100%)
LSIL 111 (54,4%) 45 (22%) 48 (23,5%) 204 (100%)
Total 156 (57,5%) 51 (19,1%) 59 (22,1%) 266 (100%)

P=0,004

S’han observat observat diferencies estadisticament significatives en I'evolucio de les
lesions depenent del resultat citologic inicial. Les pacients amb diagnostic inicial de LSIL

van presentar una persisténcia i evoluciéd major que les pacients ASCUS.
Agrupant les categories persistencia i evolucio els resultats van ser els seglients:

Taula 30: Resultat del seguiment de les LSIL agrupant per curacio i no curacio

Curacio No curacié Total
ASCUS 45 (72,5%) 17 (27,4%) 62 (100%)
LSIL 111 (54,4%) 93 (45,5%) 204 (100%)
Total 156 (58,6%) 110 (41,3%) 266 (100%)

p=0,008

Per tant, lesid ASCUS va tenir més probabilitats de curacidé que no pas una pacient LSIL,

on les lesions van persistir i evolucionar més (p=0,008).
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Risc absolut i risc relatiu en funci6 del diagnostic citologic inicial

Analitzats individualment, el risc a CIN2+ en funcid dels resultats citologics inicials,

s’observa que els risc de lesidé CIN2+ va ser diferent:

Taula 31: Evolucio de les lesions en funcio del diagnastic citologic inicial

n Evolucié Risc absolut (%) Risc Relatiu
ASCUS 62 11 17,7 0,75 (c 95 1,19-
4,13)
LSIL 204 48 23,5 1,66 (c 95 1,08
2,56)

p=0,00

La grafica que veiem a continuacié ens mostra el risc acumulat a 2 anys en funcié del
resultat citologic. Es va observar, amb resultat estadisticament significatiu, que les
lesions inicials LSIL tenien un risc major de progressié a CIN2+ que les pacients ASCUS

(p=0,000).
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25,00
20,00
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Risc acumulat ASCUS/LSIL (%)

5,00

0,00
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Temps de seguiment
p=0,000

Figura 36: Risc acumulat de les lesions cervicals ASCUS i LSIL
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4.2.Risc d’evolucié a CIN2+ en funcio dels resultats colposcopics inicials

Es va classificar els canvis colposcopics en el moment basal com a negatius, canvis
menors i canvis majors. Es va analitzar si els resultats obtinguts en la colposcopia inicial
s’associaven amb |’evolucid de la lesid. Es va observar una major evolucié a CIN2+, en
els casos on s’havien vist canvis majors a la colposcopia a l'inici. | una major regressio

guan la colposcopia s’informava com a normal (p=0,000).

Taula 32: Resultat del seguiment de les LSIL en funcié de I’estudi colposcopic inicial

Regressio Persisténcia Evolucid Total
Negativa 64 (84,2%) 9 (11,8%) 3 (3,9%) 76 (100%)
Canvis menors 88 (51,2%) 36 (20,9%) 48 (27,9%) 172 (100%)
Canvis majors 2 (15,4%) 4 (30,8%) 7 (53,8%) 13 (100%)
No satisfactoria 2 (40%) 2 (40%) 1(20%) 5 (100 %)
Total 156 (58,6%) 51 (19,2%) 59 (22,2%) 266 (100%)

p=0.000

Agrupant els resultats en curacid i no curacid, els resultats obtinguts els trobem a la

seglient taula:

Taula 33: Evolucié de la lesio, agrupant en curacio o no curacio en funcio de la colposcopia
inicial

Curacio No curacié Total
Negativa 64 (84,2%) 12 (15,8%) 76 (100%)
Canvis menors 88 (51,2%) 84 (48,8%) 172 (100%)
Canvis majors 2 (15,4%) 11 (84,6%) 13 (100%)
No satisfactoria 2 (40%) 3 (60%) 5 (100%)

110 (41,4%) 156 (58,6%) 266 (100%

P=0.000

Per tant, analitzant els canvis colposcopics a l'inici de I'estudi observavem que les
pacients amb colposcopia negativa, evolucionaven menys i regressaven més (p=0,000).
Les pacients amb canvis colposcopics majors evolucionaven més a CIN2+ en el

transcurs dels segiients dos anys al diagnostic (p=0,000).
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Risc absolut i risc relatiu en funcio dels resultats colposcopics inicials

Analitzats individualment, es va observar que els riscos de lesid CIN2+, tant absoluts

com relatius eren diferents segons el resultat en el moment basal (p=0,000).

Taula 34: Risc absolut i risc relatiu en funcié dels resultats de la colposcopia en el moment
basal

n Evolucid Risc absolut (%) Risc Relatiu
Negativa 76 3 3,9 0,04 (1c0,03-1,3)
Canvis menors 172 48 27,9 9,41 (ic 2,83-31.33)
Canvis majors 13 6 46,2 28,39 (ic 5,8-139)

p=0,000

Aixi doncs, en la nostra mostra, les pacients a qui en el moment inicial es van observar
canvis colposcopics majors van tenir un risc 28 vegades major d’evolucié a CIN2+
(p=0,000), i les pacients que tenien una colposcopia negativa van regressar més les

lesions, amb un RR de 0,04 sense tenir significacid estadistica.

5. Relacioé entre evolucio de la lesio i deteccié del VPH-AR

5.1.Risc d’evolucio a CIN2+ en funcio de la deteccio del VPH

A totes les pacients incloses en I'estudi es va realitzar una deteccié de VPH per HC2 i el
resultat que es va obtenir va ser positiu o negatiu. Es va determinar la captura d’hibrids
en el moment basal i anualment fins la finalitzacié de I'estudi o bé fins la sortida de

I’estudi de la pacient.

Es va estudiar la distribucié de VPH positiu/negatiu en funcié de regressio, persisténcia

i evolucid. Els resultats obtinguts els trobem a la segiient taula:
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Taula 35: Resultat del seguiment de les LSIL en funcié de I’estat VPH positiu o negatiu

Curacié Persisténcia Evolucié Total
VPH+ 90 (45,7%) 50 (25,4%) 57 (28,9%) 197 (100%)
VPH- 66 (95,7%) 1(1,4%) 2 (2,9%) 69 (100%)
Total 156 (58,6%) 51 (19,2%) 59 (22,2%) 266 (100%)

P=0,000

Agrupant els resultats persisténcia i evolucio i creant la variable “no curacid”, els

resultats obtinguts van ser els segiients:

Taula 36: Evolucio de la lesio, agrupant persisténcia i evolucio, en funcio de I'estat del VPH
positiu o negatiu

Curacio No curacié Total
VPH positiu 90 (45,6%) 107 (54,3%) 197 (100%)
VPH negatiu 66 (95,7%) 3 (4,3%) 69 (100%)
Total 210 (78,9%) 56 (21,1%) 266 (100%)

P=0,000

En la nostra série es va trobar associacio entre el VPH i I'evolucio de la lesié (p=0,000).
Quan el VPH va ser negatiu, el 95,7% de les lesions van regressar espontaniament
(p=0,000). Dels 3 casos VPH-negatiu que no van curar espontaniament, hi va haver un
cas de persisténcia amb VPH negatiu i dos casos amb evolucié a CIN2; una evoluciona a

CIN 1l i I’altra evoluciona a ADK infiltrant.

Risc absolut

Descrivim el risc absolut (RA) de CIN2+ per VPH positiu i VPH negatiu. Destaguem que
en la nostra mostra, les pacients VPH positiu van demostrar un risc absolut de CIN2+

de 28,9%.
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Taula 37: Risc absolut d'evolucio a CIN2+ en VPH positiu i negatiu

N Normal/CIN1 CIN2+ Risc absolut

Positiu 197 130 57 28,9% (IC 95%
22,7-35,80)

Negatiu 69 67 2 2% (IC 95%

0,35-10,85%)

P=0,000

La no presencia de VPH en una pacient amb LSIL o ASCUS va tenir una probabilitat del
2% de lesié de CIN2+ a 2 anys. Aixo vol dir que 1 de cada 50 dones en el nostre estudi,
amb VPH negatiu i LSIL o ASCUS tenien probabilitat del desenvolupament d’una lesio

d’alt grau.

Risc relatiu

Es va calcular el risc relatiu d’evolucié per la preséncia o no de VPH. Les pacients VPH +
van presentar un RR 9,98 vegades major d’evolucié a CIN2+ que no pas les pacients
VPH negatius. D’altra banda, el fet de tenir un VPH negatiu, en els nostres resultats té

un efecte protector en I'evolucié a CIN2+ (RR=0,73)

Taula 38: Risc relatiu d'evolucié a CIN2+ en pacients VPH+

Valor Interval de confianca al 95%
Inferior Superior

Odds Ratio per VPH 13,63 3,23 57,55
BASAL
(Positiu/Negatiu)
Per la cohort 9,98 2,50 39,80
EVOLUCIO  FINAL=
Evolucié
Per la cohort 0,73 0,64 0,81
EVOLUCIO  FINAL=
Regressio
N de casos valids 266
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Figura 37: Corba de supervivéncia en funcié de la deteccio del VPH

En la corba de supervivéncia anterior el que es va analitzar el temps recorregut des del
moment basal (VPH positiu o negatiu) fins al moment que va tenir lloc la deteccié de
CIN2+. Es va observar que el temps lliure de malaltia era menor en el cas del VPH

positiu (Test Mankel-Cox: 13,73; p=0,000).

Estratificant entre dones menors i majors de 30 anys, es van observar resultats
diferents. Les dones menors de 30 anys tenien un risc molt menor d’evolucié a CIN2+,
amb un RR de 2,66, mentre que les dones majors de 30 anys, el fet de tenir VPH +

tenen 19 vegades més de risc d’evolucié a CIN2+.

Taula 39: Risc relatiu d'evolucio a CIN2+ en funcio de la deteccié del VPH

Edat N Evolucié CIN2+ Risc relatiu IC 95%
<30a 91 17 2,66 0,386-18,42
>30a 175 41 19,29 2,72-136,71

En la seglient grafica es presenten els riscos acumulats d’ASCUS i LSIL en funcié de la

presencia o no del VPH:
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Figura 38: Risc acumulat de CIN2+ en pacients ASCUS VPH positiu/negatiu

En la grafica anterior s’observa el risc acumulat en el seguiment a 2 anys de les
pacients ASCUS, ASCUS VPH positives i ASCUS VPH negatives. Les pacients ASCUS VPH+
tenien un risc major de progressié a CIN2+, amb resultats estadisticament significatius,
mentre que les pacients amb ASCUS VPH- tenein una probabilitat de progressid

practicament 0 (p=0,000).
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Figura 39: Risc acumulat de CIN2+ en pacients LSIL VPH positiu/negatiu
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En la grafica anterior s’observa el risc acumulat de progressié a CIN2+ en les pacients
LSIL, en funcid al estat portador VPH positiu o negatiu. Es va observar que les pacients
amb VPH negatiu tenien un risc molt baix d’evolucié, mentre que les pacients VPH

positives el risc de progressié augmentava (p=0,000).

5.2.Sensibilitat, especificitat, VPP, VPN

A partir dels nostres resultats es va calcular el valor de la sensibilitat, especificitat, VPP

i VPN pel que fa a la determinacié del VPH en detectar lesio:

Sensibilitat Especificitat VPP VPN
Global 93,5% 34,3% 30,2% 94,5%
LSIL 97,9% 29,1% 28,9% 97,6%
ASCUS 90% 63% 97,6% 96,6%

La sensibilitat de la prova VPH va ser alta amb una baixa especificitat. El VPP de la
prova va ser baix, mentre que el VPN és alt. Una dona amb VPH negatiu té una

probabilitat molt baixa d’evolucionar a CIN2+ (VPN 94,5%)

Analitzant la sensibilitat i I'especificitat estratificant pel resultat citologic inicial els
resultats es van modificar. Aixi, en el cas de les LSIL, I'especificitat va ser del 29,1%,
probablement degut al caracter transitori de les lesions. En canvi, en els ASCUS,
I'especificitat de la prova va ser de 63%, degut a que I'absencia de VPH li conferia un

risc similar al de citologia negativa.

6. Relacid entre I’evolucid de la lesid i el genotipat especific

6.1.Risc d’evolucid a CIN2+ en funcio del genotipatge del VPH

Es va realitzar la determinacié del tipus VPH especific en el moment basal i anualment fins la

finalitzacié de I'estudi o quan la pacient va sortit del mateix per curacié o per evolucié. Es va
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estudiar la distribucio dels diferents genotips i del VPH negatiu en relacié amb el resultat final

de la lesié. La seglient taula ens mostra la distribucid dels diferents VPH:

Taula 40: Distribucio dels diferents genotips de VPH en funcio del resultat final

Tipus VPH
VPH-16
VPH-18
VPH-31
VPH-33
VPH-35
VPH-39
VPH-40
VPH-42
VPH-44
VPH-45
VPH-51
VPH-52
VPH-53
VPH 54
VPH-56
VPH-58
VPH-59
VPH-61
VPH 62
VPH-66
VPH-68
VPH-70
VPH-72
VPH-73
VPH-81
VPH-82
VPH 83
VPH-84
VPH-85
VPH-6

VPH neg

Curacio
18 (32,7%)
2 (15,4%)

9 (30%)
5 (54,5%)
5(38,5%)
5 (55,6%)

0(0)

6 (33,3%)
1 (25%)
2 (33,3%)
11 (45,8%)
12 (46,2%)
8 (34,8%)
2 (33,3%)
6 (40%)
6 (33,3%)
5 (55,6%)
7(50%)

3 (50%)
13 (59,1%)
5 (50%)
4 (57,1%)
0 (0)
1(33,3%)
4 (33,3%)
5 (55,6%)
0 (0)

2 (25%)
1 (100%)
10 (90,9%)
66 (95,7%)

Persistencia
13 (23.6%)
5(38,5%)
42 (17,8%)
48 (18,8%)
5(38,5%)
3(33,3%)

1 (50%)

9 (50%)

2 (50%)
1(16,7%)
8 (33,3%)
9 (34,6%)
10 (43,5%)
1(16,7%)

6 (40%)

9 (50%)
3(33,3%)
4 (28,6%)
1(16,7%)
5(22,7%)

3 (30%)
2 (28,6%)
1 (100%)

0(0)

6 (50%)
3(33,3%)
1 (100%)
3(37,5%)

0(0)

1(9,1%)

1(1,4%)

Evolucié
24 (43,6%)
6 (46,3%)
12 (40%)
2 (18,2%)
3(23,1%)
1(11,1%)
1 (50%)
3(16,7%)
1 (25%)
3 (50%)
5(20,8%)
5(19,2%)
5(21,7%)
3 (50%)
3 (20%)
3(16,7%)
1(11,1%)
3(21,4%)
2 (33,3%)
4 (18,2%)
2 (20%)
1(14,3%)
0
2 (66,7%)
2 (16,7%)
1(11,1%)
0(0)
3(37,5%)
0(0)
0(0)
2 (2,9%)

Total
55 (100%)
13 (100%)
30 (100%)
11 (100%)
13 (100%)
9 (100%)

1 (100%)
18 (100%)
4 (100%)
6 (100%)
24 (100%)
16 (100%)
23 (100%)
6 (100%)
15 (100%)
18 (100%)
9 (100%)
14 (100%)
6 (100%)
22 (100%)
10 (100%)
7 (100%)
1 (100%)
3 (100%)
12 (100%)
9 (100%)
1 (100%)
8 (100%)
1 (100%)
11 (100%)
69 (100%)

p-value

0.000*
0.005*
0.003*
0.776
0.165
0.471
0.236
0.003*
0.245
0.243
0.172
0.107
0.006*
0,243
0.102
0.003*
0.471
0.646
0,801
0.847
0.674
0.765
0.121
0.164
0.021*
0.471
0,121
0.142
0.702
0,075
0,000*

S’observa que el VPH 16, 18, 31 i 58 van obtenir associacié amb la lesid cervical, és a

dir, les pacients portadores d’aquests virus tenien més probabilitats desenvolupar una

lesié CIN2+ en el transcurs dels seglients dos anys.

D’altra banda, en els VPH de baix risc VPH 42, 53 i 81 també vam trobar diferéncies

estadisticament significatives. En aquests casos, els resultats no sén valorables ja que

els VPH els trobaven en coinfeccié associats amb VPH-AR, on I'evolucié podria ser
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atribuible als tipus d’alt risc oncogenic. Analitzant els VPH-BR en infeccié simple, no hi

havia cap cas en la nostra série que hagi evolucionat a CIN2+ (p=0, 00).

En el grup VPH negatiu les pacients regressaven més i no evolucionaven a CIN2+,
obtenint diferéncies estadisticament significatives. Només es van trobar 2 casos (2,8%)
que van evolucionar a CIN2+ amb determinacio viral negativa, un evoluciona a CIN Il i

un altre evoluciona a ADK infiltrant.

Analitzant els 59 casos que van evolucionar a CIN2+, els VPH més freqlientment
implicats van ser el tipus 16, el 31, 18, 33, 51, 66, i el 52. En les seglients grafiques
observem el risc de progressié a CIN2+ acumulada en funcié del tipus de Virus i

agrupat per diferents tipus de VPH.
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Figura 40: Risc acumulat de CIN2+ en funcio del tipus de VPH més prevalents en evolucio

En la grafica anterior s’observa el risc acumulat a CIN2+ en funcié del tipus de VPH. Es
destaca el risc d’evolucié a CIN2+ del VPH 16, 31, 18 i 45. La majoria de lesions

progressaven en el transcurs del primer any del diagnostic, a excepcié del VPH 16 que

va mantenir una evolucié constant en tots els temps.
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Risc absolut

Es va estudiar els riscs pels diferents genotips obtinguts mitjangant la técnica CLART-

HPV. El primer analisis calculat va ser el risc de progressio de la lesid, pel diagnostic

CIN2, CIN3 o carcinoma invasor, englobats com CIN2+ en funcié de la preséencia d’un

determinat genotip viral.

El risc absolut per cada tipus de VPH segons els resultats obtinguts en la nostra série es

descriu a la taula. Només es van trobar resultats estadisticament significatius en els

VPH 16, 18 i 31. Dit d’'una altra manera, la progressid a CIN2+ en aquests tres virus va

ser superior que en altres virus en la nostra serie.

Sense tenir en comptes altres factors, la probabilitat de CIN2+ en funcié dels virus

determinats.

Taula 41: Risc absolut de progressio en funcio del tipus de VPH

Tipus VPH

VPH-16

VPH-18
VPH-31
VPH-33
VPH-35
VPH-39
VPH-45
VPH-51
VPH-52
VPH-56
VPH-58
VPH-59
VPH-66
VPH-68
VPH neg

Risc relatiu

N

55

13
30
11
13

24
26
15
18

22
10
69

CIN2+

N
1SN

= O
N

NN PP WWLULOuweE WwN

No
progressi
o}
31
7
18
9
10
8

3
19
21
12
15
8
18
8
67

Risc
absolut

43,6%

46,1%
40%
18,1%
23%
11,1%
50%
20,8%
19,2%
20%
16,7%
11,1%
18,18%
20%
2,8%

IC95%

30,30-57,67

19,22-74,86
22,65-59,39
2,81-51-77
5,4-53,81
0,28-48,23
11,8-88,18
7,13-42,15
6,55-39,35
8,12-67,1
3,57-41,41
0,29-48,24
3,41-4564
2,52-55,60
0,28-48,25

Es va calcular també els riscos relatius per la preséncia de cada genotip en referéncia a

no tenir-lo. A continuacié s’analitzen els VPH on s’han trobat diferéncies

estadisticament significatives.
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Risc relatiu d’evolucié a CIN2+ en dones amb LSIL/ASCUS VPH 16+

El risc relatiu de tenir una evolucié a CIN2+ en el cas de tenint un VPH 16 positiu va ser

2,63 (IC95% 1,78-4,02). Aquest resultat implica que la preséncia de VPH tipus 16 en

comptes d’un altre genotip suposava més del doble de risc d’evolucié a CIN2+,

diferéncia estadisticament significativa.

Taula 42: Evolucié de les pacients VPH 16+ i VPH 16 -

VPH 16+
VPH 16-

Evolucio

No evolucio

31
176
194

CIN2+
24
35
59

Total

55
211
266

Taula 43: Risc relatiu d'evolucié a CIN2+ en VPH 16+

Odds Ratio per VPH
16

Per la cohort
EVOLUCIO  FINAL=
Evolucié

Per la cohort
EVOLUCIO  FINAL=
Regressio

N de casos valids

Valor

3,89

2,63

0,67

266

Interval de confianca al 95%

Inferior

2,04

1,78

0,53

Superior

7,4

4,02

0,85

De la taula també conclou, que no tenir el VPH 16 va ser un factor protector de

evolucié a CIN2+, amb una diferéncia estadisticament significativa (RR=0,67 IC 95%

0,53-0,85).
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Analitzant el risc relatiu d’evolucié a CIN2 amb VPH 16, pero estratifiquem per edat

obtenim seglients resultats:

Taula 44: Risc relatiu d'evolucio a CIN2+ pel VPH 16 en funcio de l'edat

Edat N Evolucié CIN2+ Risc relatiu IC 95%
<30a 25 8 2,34 1,01-5,41
>30a 30 16 2,98 1,83-4,82

Les dones portadores del VPH menors de 30 anys tenen menys risc d’evolucio a CIN2+

gue les dones majors de 30 anys (P=0,000).

Risc relatiu d’evolucio a CIN2+ en dones amb LSIL/ASCUS VPH 18+

El risc relatiu de tenir una evolucié a CIN2+ en el cas de tenir un VPH 18 positiu va ser
de 2,21 (IC 95% 1,16-4,15). Es a dir, ser portadora de VPH 18 va tenir un risc dues

vegades major d’evolucionar.

Taula 45: Evolucio de les lesions VPH 18 positives i negatives

Evolucié Total
No evolucid CIN2+
VPH 18+ 7 6 13
VPH 18- 200 53 211
207 59 266
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Taula 46: Risc relatiu d'evolucio a CIN2+ en pacients portadores VPH 18

Valor Interval de confianca al 95%
Inferior Superior

Odds Ratio per VPH 3,23 1,04 10,03
18
Per la cohort 2,21 1,49 4,15
EVOLUCIO  FINAL=
Evolucié
Per la cohort 0,68 0,41 1,31
EVOLUCIO  FINAL=
Regressio
N de casos valids 266

Analitzant el risc relatiu d’evolucié a CIN2 amb VPH 18, perd estratificant per edat es

van obtenir els seglients resultats:

Taula 47: Risc relatiu d'evolucio a CIN2+ pel VPH 18 en funcio de I'edat

Edat N Evolucié CIN2+ Risc relatiu IC 95%
<30a 3 0 - NS
>30a 10 6 2,75 1,53-4,92

D’entre les dones menors de 30 anys no es va trobar cap cas que evolucionés a CIN2+, i
aixd no va permetre calcular el risc. En dones majors de 30 anys, el risc de tenir una

lesié CIN2+ en VPH 18+ va ser tres vegades superior a no tenir la infeccio.

Risc relatiu d’evolucioé a CIN2+ en dones amb LSIL/ASCUS VPH 31+

El risc de tenir una evolucié a CIN2+ amb VPH 31 positiu va ser de 2. Es a dir, el fet que
la lesié fos provocada pel VPH 31 tenia un risc dues vegades major que un altre virus,

obtenint una diferencia estadisticament significativa.
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Taula 48: Evolucié CIN2+ en pacients VPH 31 positives i negatives

Evolucié Total
No evolucid CIN2+
VPH 31+ 18 12 30
VPH 31- 189 47 236
207 59 266

Taula 49: Risc relatiu d'evolucio a CIN2+ en pacients VPH 31 positives

Valor Interval de confianca al 95%
Inferior Superior

Odds Ratio per VPH 2,68 1,20 5,95
31
Per la cohort 2,01 1,21 3,33
EVOLUCIO  FINAL=
Evolucié
Per la cohort 0,74 0,55 1,01
EVOLUCIO  FINAL=
Regressio
N de casos valids 266

Analitzant el risc relatiu d’evolucié a CIN2 amb VPH 31, pero estratifiquem per edat

s’obtenen seglients resultats:

Taula 50: Risc relatiu d'evolucio a CIN2+ pel VPH 31 en funcio de I'edat

Edat N Evolucié CIN2+ Risc relatiu IC 95%
<30a 13 4 1,84 0,71-4,80
>30a 17 8 2,18 1,21-3,92

En el subgrup menor de 30 anys no observem diferencies estadisticament

significatives, pero en les dones majors de 30 anys, el risc relatiu és de 2,18 (p=0,029).
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Risc relatiu d’evolucio a CIN2+ en dones amb LSIL/ASCUS VPH 45+

El risc de tenir una evolucié a CIN2+ en el cas de tenir un VPH 45 positiu va ser de 2,32.

Es a dir, el fet que la lesié fos provocada pel VPH 45 va tenir un risc dues vegades

major per la preséncia de VPH 45 que si estigués originada per altres genotips,

obtenint una diferencia estadisticament significativa.

Taula 51: Evolucioé a CIN2+ en pacients VPH 45 positives i negatives

VPH 45+
VPH 45-

No evolucio

Total
CIN2+
3 6
56 260
59 266

Taula 52: Risc relatiu de les pacientes VPH 45 positives

Odds Ratio per VPH
45

Per la cohort
EVOLUCIO  FINAL=
Evolucié

Per la cohort
EVOLUCIO  FINAL=
Regressio

N de casos valids

Valor

3,64

2,32

0,63

266

Interval de confianca al 95%

Inferior Superior
0,71 18,54
1,01 5,34
0,28 1,42

Quan es va analitzar el risc relatiu d’evolucio a CIN2 amb VPH 45 amb el punt de tall als

30 anys no es van observar diferencies estadisticament significatives,

probablement a I'escas nUmero de casos en aquest subgrup.

degut
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Taula 53: Risc relatiu d'evolucio a CIN2+ pel VPH 45 en funcio de I'edat

Edat N Evolucié CIN2+ Risc relatiu IC 95%
<30a 2 1 2,78 0,64-11,90
>30a 4 2 2,13 0,77-5,90

A continuacio, s’analitzen el RR dels altres VPH implicats en la nostra série, on no s’han

obtingut diferéncies estadisticament significatives:
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Taula 54: Risc relatiu de tots els VPH aillats en la nostra série

RISC RELATIU

VPH 33
VPH 35
VPH 39
VPH 40
VPH 42
VPH 44
VPH 51
VPH 52
VPH 53
VPH 54
VPH 56
VPH 58
VPH 59
VPH 61
VPH 62
VPH 66
VPH 68
VPH 70
VPH 72
VPH 73
VPH 81
VPH 82
VPH 83
VPH 84
VPH 85

0,81
1,04
0,49
2,27
0,73
1,12
0,93
0,85
0,97
2,32
0,89
0,73
0,49
0,96
1,52
0,81
0,89
0,63
1,28
3,07
0,74
0,49
1,28
1,74
1,28

Interval de confian¢a 95%

Inferior
0,23
0,37
0,07
0,55
0,25
0,20
0,41
0,37
0,43
0,99
0,31
0,25
0,07
0,33
0,47
0,32
0,25
0,11
0,94
0,95
0,21
0,07
0,91
0,68
0,98

Superior

2,91
2,88
3,16
9,27
2,12
6,26
2,11
1,94
2,21
5,34
2,53
2,12
3,16
2,69
4,82
2,01
3,16
3,97
1,37
7,07
2,68
3,16
1,37
4,35
1,37

Estratificant els VPH de taula anterior per edat tampoc es van observar diferéncies

estadisticament significatives entre les dones majors o menors de 30 anys.
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Focalitzant el nostre interés en els VPH que van demostrar augment de risc a lesid a
CIN2+, es va estudiar si la combinacié de diferents genotips presentava un risc

augmentat de lesid cervical.

Taula 55: Risc relatiu d'evolucio a CIN2+ en les diferents combinacions de VPH

Interval de confian¢a 95%

Inferior Superior
VPH 16/18 + 2,99 2,43 8,44
- 0,66 0,53 0,82
VPH 16/31 + 3,21 2,06 5,02
- 0,65 0,53 0,80
VPH 18/31 + 2,35 1,50 3,69
- 0,69 0,52 0,91
VPH 16/18/31 + 4,18 2,58 6,78
- 0,62 0,51 0,75
VPH 16/18/31/33 + 3,78 2,33 6,15
- 0,65 0,54 0,78
VPH 16/18/31/45 + 4,84 2,88 8,10
- 0,60 0,50 0,73
VPH No 16-18 + 0,34 0,22 0,52
- 1,51 1,21 1,81
VPH No16-18-31 + 0,24 0,24 0,38
- 1,62 1,33 1,97

El VPH aillat amb un major RR de progressié a CIN2+ va ser el VPH 16. Quan es va
combinar amb el VPH 18, 31, 33i 45, s’observa major risc d’evolucié a CIN2+ (p=0,000).
Amb totes les combinacions estudiades es van obtenir resultats estadisticament

significatius, amb un increment del risc d’evolucio.

S’observa a la taula, que el RR de VPH 16/18 és 2,99, és a dir, aquestes pacients tenien
tres cops més de probabilitat de lesié CIN2+, amb resultat estadisticament significatiu.
El resultat que va tenir un risc relatiu major d’evolucié va ser la combinacié VPH
16/18/31/45, amb un risc d’evolucié 4,83 vegades major que no presentar-ne cap. La

combinacié VPH 16/18/31 va tenir un RR de 4,20 superior.
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El fet de no ser portadora de VPH 16/18 va tenir un RR de 0,34, dit d’'una altra manera,

les pacients sense aquests virus tenien una progressid a CIN2+ 6 cops menor que les

pacients portadores.

Analitzant els resultats posant el punt de tall als 30 anys es van obtenir els seglients

resultats:

Taula 56: Risc relatiu d'evolucio a CIN2+ en funcio de diferents combinacions de VPH, agafant

el punt de tall als 30 anys

VPH 16/18 <30
>30
VPH 16/31 <30
>30
VPH 18/31 <30
>30

VPH 16/18/31 <30

>30
VPH <30
16/18/31/33 >30
VPH <30
16/18/31/45 >30
VPH <30
16/18/31/33/58
VPH No 16 No <30

30

\'

18 >30
VPH No 16 No <30
18 No 31 >30

2,21
3,51
3,07
3,49
1,55
2,82
3,50
4,73
3,06
4,36
4,33
5,31
2,67
4,27
0,47
0,28
0,28
0,21

Interval de confian¢a 95%

Inferior
0,92
2,14
1,25
2,11
0,58
1,72
1,34
2,72
1,17
2,50
1,53
2,94
1,02
2,40
0,20
0,17
0,11
0,12

Superior
5,29
5,75
7,55
5,79
4,13
4,61
9,10
8,22
7,97
7,61
12,27
9,57
6,99
7,59
1,10
0,47
0,74
0,36

Analitzant la taula previa, I'analisi de combinacions de diferents tipus de VPH en funcid

de I'edat de les pacients, s’observa que el risc de desenvolupament de lesiéd CIN2+ va

ser major en les dones majors de 30 anys, amb resultat estadisticament significatiu.
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Destaquem que la combinacié de VPH 16/18/31/45 va tenir un risc relatiu d’evolucié a
CIN2+ de 4,33 en dones menors de 30 anys, pero en el grup de majors de 30 anys el

risc relatiu augmenta fins a 5,31.
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Figura 41: Corbes de supervivéncia analitzant el VPH 16, el VPH 18, el VPH 31 i VPH 45

En la corba de supervivéncia anterior el que es va analitzar el temps recorregut des del
moment basal fins al moment que va tenir lloc la deteccié de CIN2+. Es va observar
que el temps lliure de malaltia era menor en el cas del VPH 16, seguit pel VPH 18 i el
VPH 31. No es van trobar diferencies estadisticament significatives en el cas del VPH

45, degut a la baixa prevalenca en la nostra mostra (Test Mankel-Cox: 13,73; p=0,000).

Es va estudiar les corbes de supervivéncia agrupant els VPH més freqlientment
implicats en I'evolucié i és va observar que el temps lliure de malaltia era menor que
amb VPH individuals. La combinacié que va tenir un temps menor lliure de malaltia va

ser el VHP 16/18/31.
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Figura 42: Corbes de supervivéncia analitzant 'associacié VPH 16/18 i 16/18/31

Taula 57: Resultats del test de Mantel-COx de compracio de las corbes de supervivéncia
segons el genotip VPH

VPH Chi-Square p
VPH 16 17,04 0,000
VPH 18 5,02 0,02
VPH 31 3,82 0,05
VPH 45 1,49 0,221
VPH 16/18 22,2 0,000
VPH 16/18/31 33,45 0,000

6.2.Sensibilitat, especificitat, VPP, VPN

Es va analitzar els 14 genotips més freqiientment implicats en evolucié a CIN2+ i es va

calcular la sensibilitat, especificitat, VPP i VPN en els seglients casos:
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Taula 58: Sensibilitat, especificitat, VPP i VPN per diferents tipus de VPH i combinacions

Sensibilitat Especificitat VPP VPN
VPH 16 40,6% 85% 43,6% 83,4%
VPH 18 10,1% 92,1% 46,1% 60,8%
VPH 31 19,1% 80,1% 70% 62,3%
VPH 16-18 43,1% 85,6% 68,1% 67,8%
VPH 16-31 57,6% 78,2% 43,1% 86,6%
VPH 18-31 28,9% 89,3% 43,5% 81,4%
VPH 16-18-31 67,7% 76,3% 45% 89,2%
VPH 16-18-31-33 71,1 73,4% 42,1% 88,9%
VPH AR (14 genotips) 96,6% 49,2% 35,2% 98,1%

De la taula anterior es destaquen les baixes sensibilitats de la deteccié de VPH
individuals, que van oscil-lar entre el 40% pel VPH 16 fins al 10% pel VPH 18.
Contrariament, I'especificitat d’aquests VPH van ser elevades, amb un valor del 92,1%

en el cas del VPH 18.

Com a dades a destacar, I'alt VPN de la deteccié combinada del VPH 16/18/31, que
implica que no detectant cap dels tres VPH, un 89,2% de les pacients no van

desenolupar malaltia.

La sensibilitat més alta, va ser la amb la deteccid dels 14 genotips d’alt risc aillats, del

96,6, una especificitat de 49,2% , un VPP 35,2% i un VPN de 98,1%.

No es va poder calcular la sensibilitat, especificitat, VPP i VPN de la deteccié de VPH-
BR, ja que en la nostra serie cap dels virus de baix risc que vam trobar en monoinfeccié

va evolucionar a CIN2+ (p=0,000).
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7. Relacio entre I'evolucio de la lesio i la deteccié de p16/Ki-67

7.1.Risc d’evolucio a CIN2+ en funcio del resultat de la tincid dual

D’entre totes les pacients incloses a I'estudi, 48 portadores del VPH 16 i VPH 18 se’ls hi
va realitzar la prova p16/Ki-67 mitjangant el kit CINTec Plus. La variable tincié dual es
va definir com a positiva o negativa. Es va estudiar la distribucié dels resultats de la

tincio dual en relacié amb el resultat final de la LSIL: regressio, persisténcia, evolucid.

La seglient taula mostra les diferents evolucions entre un resultat positiu i un resultat

negatiu:

Taula 59: Evolucio de la lesio cervical en funcié del resultat de la tincié dual

Regressio Persisténcia Evolucié Total
P16/Ki67 + 3 (16,7%) 0 (0%) 15 (83,3%) 18 (100%)
P16/Ki67 - 14 (46,7%) 10 (33,3%) 6 (20%) 30 (100%)
Total 17 (35,4%) 10 (20,8%) 21 (43,8%) 48 (100%)

P=0,000

De les pacients amb tincié dual positiva, el 83,3% van presentar evolucid a lesié d’alt
grau i per tant van requerir tractament quirdrgic. L'estudi histologic de la peca de
conitzacid confirma displasia cervical greu CIN3, en 10 d’aquestes pacients i 5 casos de
CIN2. Tres de les pacients amb tincié dual positiva van eliminar el VPH i curen la lesio

cervical (16,7%).

El un percentatge d’evolucid a lesio d’alt grau va ser major en els casos de tincio dual

positiva respecte la tincié dual negativa (p=0,000).
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Figura 43: Taxes de regressio i evolucio de les lesions en pacients amb tincio dual p16/Ki67

positives

Risc absolut:

El primer analisis calculat va ser el risc de progressio de la lesio, pel diagnostic CIN2,
CIN3 englobats com CIN2+ en funcid de la positivitat de la prova. D’entre les pacients

amb deteccid p16/Ki-67 un 83,3% a lesio CIN2+.

Taula 60: Risc absolut d'evolucio a CIN2+ amb la técnica tincioé dual

N CIN2+ No progressio Risc absolut
P16/Ki67+ 18 15 3 83,3% (IC 95%
58,58-96,42)
P16/Ki67- 30 6 24 20%

Risc relatiu:

El risc relatiu d’evolucionar a CIN2+ en el cas de tenir una tincié dual positiva va ser de

1,56. Es a dir, el fet de trobar aquest resultat, la pacient tenia 1,5 vegades més de risc
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d’evolucionar a CIN2+ que si

estadisticament significatives.

la prova era negativa,

Taula 61: Evolucié de la lesio en funcio del resultat de la tincio dual

obtenint diferéncies

Tincioé dual +

Tinci6 dual -

No evolucio

CIN2+
15

21

Total

18
30
48

Taula 62: Risc relatiu de progressio a CIN2+ en pacients amb tincio dual positiva

Odds Ratio per

tincioé dual positiva

Per la cohort
EVOLUCIO  FINAL=
Evolucié

Per la cohort
EVOLUCIO  FINAL=
Regressio

N de casos valids

Valor

4,37

1,56

0,35

48

Interval de confianca al 95%

Inferior

1,04

1,05

0,12

Superior

18,31

2,31

1,07

Estratificant el risc en funcié de I'edat de les pacients, es va observar que les pacients

menors de 30 anys tenien un risc tres cops major de lesido CIN2+ que les majors de 30

(p=0,000).

Taula 63: Risc relatiu de progressio a CIN2+ en dones amb tincio dual positiva en funcié de

l'edat

N Evolucioé CIN2+ Risc relatiu IC 95%
<30a 20 9,00 1,31-61,31
>30a 28 3,24 1,49-7,01
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7.2.Sensibilitat, especificitat, VPP, VPN

Es va calcular la sensibilitat, especificitat, VPP i VPN de la tincié dual en funcié dels

resultats obtinguts en la nostra serie i es van obtenir els seglients resultats:

Sensibilitat 71,4%
Especificitat 88,8%
VPP 83,3%
VPN 80%
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7. DISCUSSIO
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DISCUSSIO

L’objectiu de la tesis va ser identificar les lesions LSIL/ASCUS amb major risc de
progressid a CIN2+. En el nostre estudi el 22,2% de les lesions van evolucionar a CIN2+.
Es va realitzat la deteccid de la infeccid i el genotipatge del VPH i en un subgrup de
pacients es va determinar la positivitat per pl6/Ki67. A continuacid, revisem els

nostres resultats i els comparem amb els estudis trobats a la literatura.

ANALISIS DESCRIPTIU DE LA POBLACIO ESTUDI

En el nostre estudi, la positivitat de VPH-AR en les pacients amb lesio cervical de baix
grau mitjancant tecnica de captura d’hibrids va ser del 67,2%, seguint la linia del
estudis presentats per Clifford et al, on parlen d’una prevalenga de VPH-AR a Europa
del 67,1% (75). Tena et al descriuen prevalences d’infeccio per VPH-AR del 61,7 % (76) i
la série de Dona et al obtenen prevalences de VPH positiu del 70,1% (77). A I'estudi
ALTS, la positivitat del VPH-AR va arribar fins al 85% (78), i aquesta dada es pot explicar
perque a I'estudi ALTS I'edat de les pacients era menor que la nostra. En dones menors
de 30 anys, la nostra prevalenca arriba fins al 85,7% , resultats comparables al
metaanalisis d’Arbyn on resultat global va ser de 76% de positivitat, i de més del 80%
en el cas de dones joves (63). Confirmem en el nostres resultats I'alta prevalenga del

VPH en dones menors de 30 anys.

En la nostra serie, la prevalenca de la infeccid per VPH segons el grau de lesié
citologica va ser del 48,2% en el cas dels ASCUS i del 72,2% en el cas de les lesions de
baix grau. Castle et al obtenen resultats similars als al nostres, amb taxes de positivitat
del 53, 1% en ASCUS i fins al 84,1% en citologies LSIL (79). Mazarico et al descriuen
taxes de positivitat VPH en citologies ASCUS del 40% i en LSIL del 64% (80), resultats

similars als obtinguts en la nostra serie.
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Els genotips VPH més freqlientment aillats en la nostra serie sén per ordre de
freqiiencia, el VPH 16, 31, 52, 53, 66, 42, 56, 18 i 35. Si comparem els resultats
obtinguts per la revisié actualitzada per I'Institut Catala d’Oncologia (ICO) de I'any

2017 observem que els nostres resultats no difereixen dels seus (16).

En pacients ASCUS, la prevalenga del VPH 16 va ser del 11,3% i en les pacients LSIL del
23,5%. Aquests resultats estan en la linia de I'estudi de Castle et al on detecten el VPH
16 en el 14,9% dels ASCUS i en el 21,1% de les LSIL (81). D’altra banda, la série de
Clifford amb 5910 mostres citologiques amb lesid LSIL reporta prevalences de VPH 16
del 26%, seguit del 31 amb una prevalenga del 12%. Els nostres resultats, en linia amb
els de Clifford detecten una prevalenga del VPH 31 en 15,19% de les mostres LSIL
(20,74).

Observem que el VPH més prevalent, tant en monoinfecciéo com en infeccié multiple és
el VPH 16, que és tres cops més prevalent que el VPH 18, resultats en la linia de
Wheeler et al (82). Otero-Motta et al ens parla de prevalences de VPH 16 del 26,3%,
seguit del VPH 33 i del VPH 58 (83). En la nostra série, s'observa una baixa prevalenca
pel VPH 18 i 45, que va ser del 4,9% i 2,3% respectivament, dades molt similars a les

aportades per Sanjose et al (8).

S’han realitzat diversos estudis per valorar la freqiiencia de la infeccié multiple per
VPH, aixi com la seva possible implicacid en la progressié de lesions precursores
cervicals. Aixi, en el nostre treball la infecciéd multiple (més d’un genotip) representa el
52% del total de les infeccions. De les dades revisades a la literatura, Pista et al
obtenen taxes d’infeccié multiple del 32%, més freqlients en dones menors de 30 anys
(84). Aquest estudi va detectar un augment significatiu de les infeccions multiples amb
el grau de severitat de la lesid citologica, suggerint que aquestes infeccions multiples
poden persistir més temps i per tant, presentar més risc de lesié d’alt grau. Aquests
resultats estan en la linia dels nostres resultats, on observem una taxa d’infeccio
multiple major a mesura que augmenta el grau de lesié en el moment basal (p=0,000).
Bello et al obtenen resultats similars, amb una prevalenga d’infeccié multiple del
44,2% i una correlacié entre les infeccions multiples i el risc de desenvolupar lesions

precursores de cancer cervical (85). Els resultats de Delgado et al sén més similars als
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nostres, amb taxes de prevalenca d’infeccié multiple del 58,1% (38). La infeccid
multiple és més freqlient en dones menors de 30 anys, ja que aquestes pacients tenen

una prevalenca major de VPH i una major risc d’infeccio.

Obtenim un 28,1% de resultat negatiu per VPH-AR, xifres molt superiors a les trobades
a l'estudi de Dona on obtenen el 17,6%. Una possible explicacié és que la nostra
mostra I'edat mitja és major. De les pacients VPH negatiu, el 29,3% presenten
positivitat per algun tipus de VPH que no pertany al kit CHIIl i és detectat per PCR.
D’aquests casos, 6 de les pacients que presenten VPH negatiu si que s’haurien d’haver
detectat per HCII, per tant serien els falsos negatius de la prova. La nostra taxa de FN
és de 8%, dada similar als resultats de la literatura, on les xifres de FN oscil-len entre el

5i10% (86).

EVOLUCIO DE LES LESIONS CERVICALS

Una classificacio adequada de les lesions intraepitelials permet realitzar un maneig,
seguiment i tractament correcte. Malgrat la freqlient exposicié de les dones al VPH, la
progressid a cancer cervical és infrequent. Un percentatge significatiu de les lesions
regressen espontaniament en el transcurs dels dos primers anys després del

diagnostic.

En el nostre estudi, el 58,9% de les lesions de baix grau regressen espontaniament en
el transcurs dels seglients 24 mesos, especialment durant el primer any on curen un
50% de les lesions. Un 19,6% de les lesions persisteixen en el transcurs del seguiment i
un 22,2 % de les lesions de baix grau evolucionen a CIN2+. Els nostres resultats estan
en la linia dels trobats per Loghavi et al amb 188 pacients, on un 16% desenvolupen
lesié histolégica CIN2+ (87). En la serie de Fujii el 18,5% de les pacients LSIL-ASCUS

evolucionen a CIN2+ (88).

Si ens fixem en el resultat ASCUS en el moment basal el risc absolut de progressid a

CIN2+ és el 17,7% de les nostres pacients, obtenint un resultat molt similar a I'obtingut
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per Loghavi, del 15%. En la serie d’Evans un 11% va evolucionar a CIN2+ i en la serie de

Fujii va ser del 17,6%.

En el cas del LSIL, el 23,5% de les nostres pacients van evolucionar a CIN2+, obtenint
resultats molt similars a la serie de Loghavi d’'un 22%. En la serie de Fujii va ser del
19,2%.

Taula 64: Comparacio de I'evolucio de les lesions cervicals en funcié del resultat citologic
inicial en diferents estudis

Longhavi 11% 22% 16%
Fujii 17,6% 19,2% 18,5%
Cox 26,7% 27,6% -

El nostre estudi 17,7% 23,5% 22,2%

Diversos estudis han analitzat I'evolucié natural de les displasies de cervix uteri,
definint les taxes de regressid, persisténcia i evolucid de la malaltia. Tot i que els
estudis difereixen metodologicament entre ells, suggereixen una tendéencia de les

lesions cervicals de baix grau a la regressio.

Taula 65: Comparacio de I'evolucio de les lesions cervicals de baix grau en diferents estudis

Estudi N Regressa  Persisteix Progressa Meétode
Ostor * 3529 57% 32% 11% Citologia
i biopsia
Holowaty * 17000 75% 24% 1% Citologia
Bansal 1001 64,5% 27,2% 8% Citologia
Melnikow * 27929  47,39% 33% 20,81% Citologia
i biopsia
El nostre estudi 266 66,7% 13,4% 23,4% Citologia
i biopsia

* Metaanalisis
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Aguests estudis, revelen que la majoria de les lesions de baix grau sén transitories; que
la majoria de casos aquestes lesions tornen a la normalitat en un periode de temps

normalment curt que esta en linia amb els resultats obtinguts en la nostra série.

Obtenim resultats similars en regressié als trobats a la revisio d’Ostoér, que inclou 17
estudis realitzats entre I'lany 1955 i 1990, reunint un total de 3529 dones
diagnosticades de displasia cervical lleu. Ostor descriu una regressié del 57%, una
persistencia del 32%, una progressio a CIN3 del 11% i una progressio a cancer invasor
de I'1%. Aquestes dades presenten algunes limitacions metodologiques, el diagnostic
no sempre és per biopsia, fet que augmenta tant els falsos positius com els negatius, el
temps de seguiment varia en funcié dels estudis i els grups d’edat tampoc coincideixen
entre estudis (53). La nostra taxa de regressié del 67%, tampoc difereix del treball de

Bansal on s’estudien 1001 dones diagnosticades per biopsia (89).

La taxa de progressid del nostre estudi és similar a la serie de Mitchell, realitzat I'any
1994, defineix la probabilitat acumulada per tots els graus de CIN estudiats tant per
citologia com per histologia i els resultats obtinguts sén: 45% de regressid, 31% de
persisténcia i 23% de progressié (90). Melinkow, que presenta els resultat d’ un
metaanalisis de 27929 dones una regressié del 47,39%, una persisténcia del 33% i una
evolucidé a CIN3 del 20,81%, amb dades similars a les nostres. Amb aquests resultats,
suggereixen un risc d’evolucié a cancer cervical baix i un seguiment de 24 mesos

acceptable (55).

L'estudi de Holowaty, amb 12058 pacients amb displasia cervical lleu, troba
regressions de 44% en els dos primers anys i fins al 75% als 5 anys. Aquest valor
comparat amb el nostre estudi, pot ser degut a la presencia de falsos positius en la
mostra inicial i el seguiment a 5 anys. En la practica clinica habitual, actualment es
tendeix a tractar les lesions que persisteixin a dos anys del diagnostic, per tant és dificil

obtenir resultats de seguiment a 5 anys (54).

En tots aquests resultats, junt amb els nostres, trobem unes altes taxes de regressio,
evidenciant la necessitat de disposar de métodes de triatge per tal de discernir quines
d’aquestes lesions no evolucionaran i per tant disminuir les intervencions

innecessaries, ja que el resultat citologic per si sol no ens dona aquesta informacié.

146



RELACIO ENTRE L'EVOLUCIO DE LA LESIO | ELS FACTORS
EPIDEMIOLOGICS

S’han descrit possibles cofactors de persisténcia com poden ser I'edat, I'inici precog de
les relacions sexuals, les multiples parelles sexuals, una nova parella sexual, la infeccié
per altres malalties de transmissid sexual com la Chlamydia Trachomatis, la

multiparitat, la immunosupressio o el tabaquisme (24,91-97).

En el nostre estudi no hem observat diferéncies estadisticament significatives si
estratifiquem els resultats per grups d’edat. Tot i aix0 observem una tendéncia a la
regressid en les dones menors a 20 anys. Nombrosos estudis, descriuen taxes de
regressid en dones joves que oscil-len entre el 70-90% inclis en displasies d’alt
grau(3,98). Aquestes diferéncies poden ser perque en la nostra série el percentatge de

dones joves és menor.

Existeixen nombrosos estudis que demostren que la conducta sexual és un factor
afavoridor tant de la infeccié com de la persisténcia i evolucié de les lesions. Aixi, I'inici
de les relacions sexuals, el numero de parelles sexuals, el canvi de parelles sexual
recent i tenir relacions sexuals amb homes amb conductes de risc son els factors més

freqlientment estudiats pel que fa a la conducta sexual.

En el nostre estudi hem analitzat I'edat de la primera relacié sexual, el nimero de
parelles sexuals tota la vida i el numero de parelles sexuals de I'tltim any. No hem
trobat dades estadisticament significatives en I'edat preco¢ de les relacions sexuals
pero si en el numero de parelles sexuals durant I'Gltim any i en el numero de parelles
sexuals durant tota la vida. Les dones amb > 5 parelles sexuals tenien més risc de
persistir la lesié, amb un OR 2,74 (IC 95% 1,41-5,23 p=0,004) i de desenvolupar una
lesié cervical d’alt grau, amb un OR 2,19 (IC 95%: 1,16-4,12; p=0,004). Obtenim
resultats similars a la série presentada per Kriger-Kjaer et al (98) on estudien els
cofactors associats amb la conducta sexual i arriben a la conclusié que les dones amb
més de 5 parelles sexuals tenen un risc augmentat de lesié cervical i progressié (RR

2,5) en les pacients amb ASCUS, LSIL i HSIL.
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L’estudi VIVIANE (99) també mostra un augment de risc de lesié d’alt grau, sobretot
quan el nombre de parelles sexuals durant I'Gltim any és major. En la nostra serie
també veiem que a més parelles sexuals, més augmenta el risc d’evolucié de la lesid

(OR:1,11C 95%: 1,026-1,15; p=0,04).

L’Us sistematic del preservatiu disminueix la quantitat de virus transmesa i aixi la
carrega viral. Tot i que el preservatiu pot no protegir al 100% la infeccié pel VPH, degut
al caracter ubic del mateix, si que preveu la majoria d’infeccions de transmissié sexual,
sobretot aquelles que podrien afavorir la persisténcia i evolucié del VPH (Chlamydia
Trachomatis, VHS-1l) (100). En la nostra serie no hem trobat diferéncies
estadisticament significatives pel que fa I'Gs sistematic del preservatiu, ni en I'Gs del
DIU ni en la presa d’anticoncepcido hormonal. Jensen et al descriu un risc menor de
CIN3+ en dones amb VPH i amb tractament amb anticoncepcié hormonal i no troba

associacié entre I'Gs de dispositiu intrauteri i lesié cervical (92).

La multiparitat també s’ha estudiat com un factor afavoridor de persisténcia de lesid
cervical. La nostra serie no ha trobat diferéncies estadisticament significatives entre les
dones que havien tingut fills o no. Pel que fa referencia al nimero d’embarassos es van
classificar les pacients en funcié del numero d’embarassos (0, 1, 2, 3 o més) i tampoc
es van trobar diferencies estadisticament significatives. Jensen et al descriuen un risc
incrementat de progressié a CIN2+ d’entre les dones que havien parit (25). Mdltiples
estudis troben associacid entre paritat i lesié d’alt grau. Les gestacions mantenen la
zona de transformacié a I'exocervix durant llargs periodes de temps, facilitant
I’exposicid directa al VPH i altres cofactors. A més a més, els canvis hormonals induits
per la gestacio, com l'augment d’estrogens i progesterona, podrien modular la
resposta immune a la infeccié pel VPH i influir en el risc de persisténcia i progressié de
la infeccio (1,101). Castellsagué et al (102) revisen els principals cofactors associats a
cancer de cervix, i descriuen que a I'estudi IARC les dones amb 7 o més fills via vaginal
tenen un risc incrementat de cancer de cervix (OR=3,82; IC 95% 2,66-5,48). Un estudi a
Costa Rica també troba associacié entre I'increment de parts i la lesié d’alt grau (p
0,04). L'estudi cas-control de Copenhagen no detecta cap efecte entre la paritat i el

HSIL (98). Els nostres resultats no han trobat diferéncies estadisticament significatives
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pel que fa a I'evolucié de CIN2+ en les dones que havien parit i aixdo ho podem explicar

per la baixa multiparitat en la nostra mostra.

Existeixen dues teories pel que fa a I'associacid entre menopausa i persisténcia de
VPH; d’una banda la disminucié de la immunitat especifica provocaria una reactivacio
de VPH latents i d’altra banda I'adquisicid de noves infeccions de VPH degut a nous
contactes sexuals, descrites per Castellsagué et al (95). El nostre estudi no ha observat
associacid entre menopausa i evolucidé de CIN2+ en linia amb Ciavattini et al on
estudien 385 dones i obtenen resultats similars als nostres, amb dades semblants de

persisténcia i evolucié en ambdds grups (103).

Ja ha estat documentada la immunosupressiéo com a possible cofactor de persisténcia i
evolucid de les lesions cervicals. En la nostra mostra es van extreure les dones VIH+ ja
que la historia natural de la infeccid és diferent a la pacient sense VIH+. En aquestes
pacients, la prevalenga de VPH en dones VIH+ s’incrementa amb el grau
d’'immunosupressié (18). En la nostra série, no s’obtenen diferéncies significatives en
I’evolucié a CIN2+ entre les pacients amb alguna immunosupressio, resultats en linia a
I'estudi de Simoes et al (104). Aquest fet es pot explicar amb el petit nombre de

pacients immunodeprimides.

Nombrosos estudis associen el tabac, conegut carcinogen, amb en la historia natural
del cancer cervical. La nicotina i alguns carcinogens depenents del tabac s’han trobat
aillades en el moc cervical de les fumadores, fet que dona forga a la teoria de la

sinérgia entre el tabaci el VPH (95).

En la nostra mostra no hem trobat diferéncies estadisticament significatives pel que fa
al tabaquisme, pero si que hem trobat diferencies significatives si el consum de tabac
era major a 15 cigarretes per dia. El risc a CIN2+ augmenta per cada cigarreta de més
respecte la regressié en linia amb I'estudi de Egeberg (105) que demostra una
associacié entre el tabac i un augment del risc de lesions cervicals d’alt grau en dones
amb VPH-AR persistents, en les dones que fumaven més de 20 cigarretes al dia (OR
1,55 IC 95%: 1,06-2,16). Mcintyre-Seltman et al (106) descriuen un augment de risc
d’infeccié VPH, pero no troba associacié entre els fumadors i la progressié de la lesio.

Només observa un augment de risc en les dones fumadores de més de 40 cigarretes al
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dia (OR=3,3 IC 95%: 1,5-7,5), i amb una historia de tabaquisme de més d’11 anys
(OR=2,11C95%: 1,5-2,9).

RELACIO ENTRE L’EVOLUCIO DE LA LESIO | LA DETECCIO DE VPH

El nou protocol de cancer de cervix recomanat per ’AEPCC inclou el VPH-AR com a
metode de cribratge de les dones majors de 30anys. La instauracio d’aquest programa
de cribratge encara esta en procés ja que la despesa inicial de la determinacié del VPH-
AR esta retardant la seva implantacid. L'opcidé de control mitjangant citologia esta
acceptada com a metode de cribratge i de control d’algunes displasies cervicals lleus.
Les dones amb diagnostic alterat a la citologia sén derivades a colposcopia per estudi
histologic. Quan la citologia que informa com a HSIL o ASC-H tenen més tendeéencia a
confirmar el diagnostic histologic CIN2+ que una lesid LSIL. Tot i aix0, el risc de CIN2+

en una pacient amb LSIL és del 4-10% (107).

De les 266 pacients inicials de la nostra mostra amb diagnostic de LSIL i ASCUS, el
22,2% d’elles presenten lesid histologica confirmada CIN2+ en el periode de seguiment

(24 mesos) que suposa el risc absolut de progressio.

En la nostra mostra, el risc relatiu de progressié a CIN2+ en pacients VPH positives és
de 9,98. Es a dir, una pacient VPH positiva té casi 10 vegades més de probabilitat de
progressid a CIN2+. En la linia dels nostres resultats Soderlund-Strand et al defineixen
el valor de la OR de progressié de les lesions de baix grau a CIN2+ mitjangant la HCII del

13,16 (21).

Si estratifiguem per edat, veiem que el risc relatiu d’evolucié a CIN2+ és major en
dones majors de 30 anys, amb un RR de 19,29 i de 2,66 en menors de 30 anys,

evidenciant la transitorietat de les infeccions per VPH en pacients joves (108).

Un de les limitacions més importants que ens trobem en la deteccid del VPH i
I’associacié amb CIN2+ és la seva baixa especificitat. El caracter transitori de les

infeccions per VPH-AR implica que moltes d’aquestes pacients eliminaran el virus
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espontaniament. En el nostre estudi hem obtingut una sensibilitat de deteccio de
CIN2+ del 93,5% i I'especificitat es de 34,3%. Budal et al detecten un augment de
deteccio de CIN2+ del 22% en el triatge de les lesions de baix grau comparant amb la
citologia com a Unica prova. Dues pacients presenten evolucié a lesié cervical d’alt
grau tot i tenir el test VPH negatiu. EI VPP i el VPN es 30,2% i 94,5% respectivament.
L’alt valor del VPN implica que una lesié de baix grau amb VPH negatiu confereix un

risc d’evolucié a CIN2 equiparable a la citologia normal.

Si separem els resultats citologics ASCUS i LSIL, observem que en els casos d’ASCUS, la
positivitat a VPH-AR és del 48,5% , mentre que en el cas dels LSIL la positivitat
ascendeix fins al 72,2%. Per tant, observem que els graus de positivitat per VPH-AR
augmenten a mesura que augmenta el grau de lesid citologica (p= 0,000) (109). Si
analitzem els riscos acumulats en funcid del resultat citologia inicial, observem que la
determinacié de VPH confereix un risc diferent en funcié de la citologia i I'estat basal
del VPH. L'ASCUS-VPH negatiu confereix un risc d’evolucié similar a la citologia
negativa-VPH negatiu. En canvi, el resultat ASCUS-VPH positiu li confereix un risc
similar a una LSIL. Multiples estudis demostren que la deteccid viral en LSIL no és una
eina util en el triatge d’aquestes anomalies citologiques, ja que el 80% de les pacients

sén portadores pel VPH (78).

D’entre aquestes pacients amb citologia ASCUS, el risc absolut de progressié a CIN2+
és del 17,7 %. Segons les dades reportades a la literatura, I'evolucié a CIN2+ en les
pacients ASCUS VPH+ es troba entre el 5i el 17%. Aquests resultats estan en la linia de

la série de Fuijii, on els resultats arriben fins al 17,6% (88).

El risc relatiu de progressido a CIN2+ en les pacients ASCUS-VPH positives era similar
que les pacients LSIL. L’alt valor predictiu positiu de I'evolucié en dones VPH+ ens
suggereix que les infeccions rellevants son detectades amb la prova. Aquests resultats
sén similars als trobats en la série de Budal (110). L'estudi ALTS demostra la utilitat de
la deteccié de VPH en el triatge de les dones ASCUS, pero és limitada en els casos de
LSIL degut a I'elevat percentatge de positivitat. D’aqui, que el calcul de risc acumulat

no difereixi excessivament entre les pacients LSIL i les LSIL VPH+ (78). L'estudi ATHENA
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estudia la determinacié de VPH positiu en les pacients ASCUS i si que observa que en

funcié de I'estat del VPH, la progressié augmenta de manera significativa (111).

En les lesions citologiques ASCUS, la sensibilitat per VPH-AR és de 90%, amb una
especificitat que augmenta fins al 63%. Aquest és un dels motius pels quals es realitza
la determinacié de VPH als ASCUS de forma rutinaria, disminuint aixi el numero que

derivem a colposcopia quan el VPH és negatiu.

Els nostres resultats no difereixen dels descrits al metaanalisi d’Arbyn (112). El grup
ASCUS revisa 16 estudis i obté resultats de 94% de sensibilitat i un 62% d’especificitat.
La sensibilitat de la deteccio de VPH-AR era 14% superior a la citologia convencional
sola, en 6 estudis on es va valorar els dos metodes de cribratge. La variacid entre
estudis de la sensibilitat relativa no té diferéncies significatives, pero I'especificitat

relativa és similar entre HC2 i la citologia repetida (Especificitat relativa de 0,99).

D’entre les pacients amb citologia LSIL el risc absolut d’evolucié és del 20,7% resultats

similars als observats per Quint (113).

Si ens fixem en les pacients LSIL, constatem que el VPH no modifica excessivament el
risc respecte la citologia sola, probablement degut a que la majoria dels LSIL tenen una
infeccié per VPH i per tant la determinacio global de VPH no en modifica el pronostic.
Castle et al estudien el risc a 5 anys de lesions cervicals de baix grau i conclouen que el

LSIL té un risc major de de progressido amb un OR de 2,9 respecte els ASCUS.

Els nostres resultats no difereixen als trobats per Katki et al, que estudien la influéncia
de la deteccié de VPH en LSIL i ASCUS. La determinacié de VPH positiva no proporciona
cap informacié respecte el pronostic de les lesions, ja que el fet d’obtenir un LSIL-VPH

positiu no augmentava el risc considerablement de progressié a CIN2+ (114).

La sensibilitat en les lesions citologiques LSIL la sensibilitat per VPH-AR és del 97,9%,
pero I'especificitat és de 29,1%, menor que el grup ASCUS. Aixd és degut a que la
majoria de lesions LSIL s6n portadores de VPH i malgrat aixo, la determinacio viral

VPH-AR és positiva en la majoria d’infeccions transitories.
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Taula 66: Comparacio S, E, VPP i VPN en diferents estudis

Sensibilitat Especificitat VPP VPN
Lesio citologica LSIL ASCUS LSIL ASCUS LSIL | ASCUS | LSIL | ASCUS
Bergeron 98,4%  100% @ 15,6% 60,4%  18,6% 10% | 98% @ 100%
Arbyn 94% 97% 67% 28% 22% 27% | 98% @ 98%
Paluszkiewicz 92,7% 57% - -
Wentzensen 93,5% 31,9% = =
Schmidt 96% 91% 19,1% @ 36,3% = -
Fujii 94,4% 33% 24,4% 96,6%
Série present per 95,3% @ 81,8% | 29,1% 63% - - - -
resultat citologic
El nostre estudi 93,5% 34,3% 30,2% 94,5%

global

Arbyn et al analitzen 10 estudis i observen una sensibilitat alta (97%) i una especificitat
baixa (29%). La sensibilitat relativa del test VPH comparada amb les citologies
repetides va ser d’1.07. A més a més, la captura d’hibrids va mostrar una baixa

especificitat relativa respecte la repeticié de la citologia (112).

Els nostres resultats sén similars als que podem trobar a I'estudi PALMS, realitzat per
Bergeron et al (115). Les taxes de sensibilitat i especificitat son similars a les nostres,
amb una sensibilitat alta tant en el cas de LSIL i ASCUS i una especificitat de 15,1% en

LSIL i de 60,4% en els ASCUS.

Paluszkiewicz també analitza la sensibilitat i especificitat de la detecci6 ADN VPH
comparant amb la citologia i observa que els tests moleculars augmenten la sensibilitat
per les lesions d’alt grau si ho comparem amb la citologia. En la seva serie,

I'especificitat és més alta, probablement degut a I'estratificacio per edat (116).

L’estudi ALTS (ASCUS-LSIL Triage Study) (78) va ser dissenyat amb |'objectiu d’establir
les estrategies de cribratge en les pacients diagnosticades per ASCUS/LSIL. Aquest
estudi demostra que en el cas dels ASCUS, la determinacidé per VPH-AR té una elevada

sensibilitat i un elevat VPP en quan a la progressié a CIN2+. En el cas dels LSIL, la
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prevalenca de VPH és molt elevada i no és efectiva la determinacié del VPH. Aixo
concorda amb els nostres resultats, on les pacients diagnosticades d’ASCUS i
determinacié viral negativa, curen espontaniament la lesio citologica en el transcurs

dels seglients 24 mesos.

La serie de Schmidt troba resultats similars als nostres en termes de sensibilitat, i
I'especificitat obté un valor de 19,1%. Probablement, aquesta diferencia en
I'especificitat és deguda a la diferéncia d’edat de les pacients en les dues mostres (73).

La série de Fuijii, els valors de la S, E, VPP i VPN sén molt similars als nostres (88).

Cox et al (2) va comparar el triatge per VPH-AR, repetir citologia i colposcopia a totes
les dones i va arribar a la conclusid que repetir la citologia tenia una sensibilitat inferior
en les citologies ASCUS, mentre que la deteccio per VPH-AR i la derivacié a colposcopia

eren iguals en termes de seguretat.

En el nostre estudi, quan la deteccié de VPH és negativa, |I'evolucid a lesié cervical d’alt
grau és de 1,5% en els seglients 24 mesos. Arbyn et al defineixen un model de risc per
CIN2+ i determinen que si el risc a CIN2+ és menor del 2%, és segur tornar la dona al
cribratge poblacional. Tropé et al tenen resultats similars als nostres, amb taxes
d’evolucié cervical amb VPH negatiu de 1,8% (117). Aquesta dada ens demostra que a
moltes d’aquestes pacients se’ls hi realitzara una colposcopia no necessaria. Una
deteccié de VPH negatiu confereix un risc baix de progressié a CIN2+, resultats
comparables als trobats a la série de Budal et al, on observen que el VPH negatiu era
superior a I’'hora de predir la no evolucié de la lesié. L’alt VPN de la determinacié VPH+
en la progressié a CIN2+ ha estat demostrat en multiples estudis (118). En la nostra
serie, la no preséncia de VPH és de 0,73, tenint un efecte protector en el
desenvolupament de la lesid. Castle obté resultats similars als nostres, amb un RA de

progressié a CIN2+ de 2,9% (79).

En la nostra série hem tingut dos casos d’evolucié de CIN2+ en dones VPH negatives,
un cas de adenocarcinoma infiltrant i un cas de CIN Ill. El 99% dels cancers cervicals
estan provocats per VPH-AR pero existeix un 1% de cancers amb VPH negatiu.

Rodriguez-Carunchio analitza 136 dones amb cancer de cervix i conclou que el CC amb
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VPH negatiu és més freqlents en les lesions glandulars, probablement degut al

tropisme de determinats virus per canal cervical (119).

Seguint en la linia dels estudis reportats i els nostres resultats, observem que en funcio
de la citologia basal i la deteccié del VPH, I'evolucié de la lesid és diferent. La deteccio
del VPH en LSIL ens proporciona poca informacié degut a que les LSIL tenen una
infeccié per VPH-AR positiva en el 80% dels casos. En canvi, la deteccid del VPH en les
pacients ASCUS, li confereix un risc d’evolucid similar a les LSIL, i si es negativa el risc és

similar a una citologia negativa.

RELACIO ENTRE L’'EVOLUCIO | EL GENOTIPAT ESPECIFIC

Nombrosos estudis han analitzat I'associacié entre genotips especific de VPH i
I'evolucié a CIN2+. Es ampliament demostrat que el VPH 16 i 18 sén els causants del
70% dels cancer de cérvix a nivell mundial (1,120). Les guies nacionals i internacionals
només confereixen un risc augmentat de progressié als VPH 16 i 18, que han estat
recentment integrats en el programa de cribratge de cancer cervical en el algoritmes

per VPH positiu i citologia negativa, obviant els altres virus.

La quantificacié del risc per les lesions cervicals associades als diferents VPH és una
area d’investigacio intensa. La distribuciéd del VPH difereix en funcié del grau de
severitat de la lesio, amb una major diversitat de tipus de VPH en les lesions cervicals

de baix grau i una dominancia dels VPH 16 i 18 en les lesions d’alt grau (121).

En la nostra série, els tres VPH més amb risc major de progressié a CIN2+ sén el VPH
16, el VPH 31 i el VPH 18. L’associacid entre la infeccié amb VPH oncogenic i el risc de

CIN va ser més forta a mesura que augmentava el grau de la lesié.

El risc absolut (RA) de progressio a CIN2+ en les pacients del nostre estudi amb VPH 16
va ser de 43,6% (IC 95%: 30,3-57,67), per VPH 18 de 46,8% (IC 95%: 19,22-74,86) i pel
VPH 31 del 40% (IC 95%: 22,65-59,39). Els resultats sén similars a la série reportada per

Naucler et al, amb seguiment a 4 anys, on trobem riscs absoluts de VPH 16, 18 i 31 de
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36,6%, 25,6% i 36,7% respectivament (122). Matsumoto et al descriuen un RA de
progressid del 26,5% pel VPH 16, un 7,7% en VPH 18 i un 33,7% en VPH 31. Podem
explicar aquestes diferéncies degut a la mida de la mostra (123). La série de Quint
descriu RA de persisténcia o progressio a CIN2+ del 62,5% pel VPH 16, del 60% en VPH
18 i del 48,6% pel VPH 31 (113). Aquests valors sén més elevats que en la nostra
mostra perque Quint inclou els resultats persistents. El nostre estudi difereix de
I’estudi VIVIANE, on s’observa un major risc de lesid cervical per VPH 16 i 33.
Comparant la infeccié per VPH 16 i/o 33 amb genotip no oncogeénic, en el cas del VPH
33 hi havia un risc de lesio d’alt grau 30-40 vegades superior, i en el cas del VPH 16 el
risc de lesié d’alt grau era 20 vegades superior que un VPH no oncogénic (99), aquest
fet fa a plantejar als autors el maneig del VPH 33 com els VPH 16/18. Aquesta
diferencia amb els nostres resultats pot ser deguda que en la nostra serie hi ha molts
pocs casos de VPH 33 i no obtenim resultats significatius. A més a més, existeixen unes
prevalences diferents en les diferents arees geografiques. A I'estudi PATRICIA també
obtenien una associacid forta entre els VPH 33 i 16 amb les lesions d’alt grau. En la
serie de Wheeler et al s’observa que els VPH més freqlientment implicats en la
progressio CIN2+ son el 16/31/33 (124). La diferéncia amb els nostres resultats té una
explicacid possiblement geografica i d’altra banda, la nostra serie és petita amb molts

pocs casos de VPH 33.

En el nostre estudi, el Risc Relatiu (RR) de VPH 16 és de 2,63 (IC 95%: 1,78-4,02),
resultats estadisticament significatiu. Si estratifiquem el risc per edat, amb el punt de
tall als 30 anys, observem un augment del risc de 2,98 en les dones majors (IC 95%:
1,01-5,41). Aixo s’explica pel caracter transitori de les infeccions per VPH en les dones
joves. Naucler et al obtenen un RR de progressio per VPH 16 de 6,3, aquesta diferencia
es podria explicar per les diferencies en les mostres, en aquest estudi totes les dones
tenen entre 32 i 38 anys, per tant, les taxes de prevalenca sén majors i les de
persistencia i evolucié també (122). Nakamura et al descriuen una OR de progressid a
CIN2+ de 5,18 en el cas del VPH 16 (107) i Matsumoto et al obtenen una OR de
progressid a CIN2+ en dones VPH 16 de 7,63. Quint defineix una OR de 3,48 (IC 95%:
1,16-10,41) per VPH 16, obtenint una diferéncia estadisticament significativa (113). El

valor de la OR és superior a la nostra mida d’associacié perque en aquest estudi,
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analitzen els casos persistents i que evolucionen. Les diferencies entre els altres
estudis on estudien les OR poden ser degudes a que les odds ratio sobreestimen el risc,

mentre que nosaltres hem treballat amb riscos absoluts i relatius.

Monsonego et al analitzen I'associacié amb lesio d’alt risc entre el VPH 16, 31, 33 i 52.
El VPH amb més risc d’evolucid és el VPH tipus 16 en menors de 30 anys amb un risc de
7,5, pero si ens fixem en dones majors de 30 anys els risc és major amb el VPH 31.
Obtenen riscos baixos amb el VPH tipus 18, tot i que esta associat a un percentatge
elevat del cancer de cervix a nivell mundial (125). Aquest fet pot ser degut al tropisme
particular del VPH 18 i la seva preferencia en fer lesions a nivell del canal cervical, i la
seva dificultat de presa de la mostra sobretot en casos on es localitza en nivells
superiors del canal cervical. Soderlund et al analitzen un total de 1595 dones amb
lesions cervicals de baix grau i es realitza en totes elles genotipatge del VPH, i observen
gue en funcié del genotip de VPH involucrat, es confereix un risc diferent de
progressio. En el cas del VPH 16 obtenen un OR de lesié d’alt grau de 3,4 (IC 95% 2,65-
4,37) (21). L’estudi Patricia obté risc relatius de progressié majors en el cas del VPH 16 i

33, i els VPH que menys eliminen el virus sén el 16 i el 31 (126).

El risc relatiu de progressié en el cas del VPH 18 va ser de 2,21 (IC 95% 1,49-4,15). Els
resultats son superiors als descrits per Nakamura et al, on el RR de VPH 18 és 1.03 (IC
95% 0.25-4.23) (107), Soderlung obté resultats pel VPH 18 OR 1,36 (IC 95% 0,91-2)
(21). Quint et al, defineixen OR de progressié a CIN2+ del VPH 18 de 3,14 (113). Tot i
aix0 cap d’ells obté resultats estadisticament significatius. En la nostra serie no hem
pogut valorar el risc en funcié de I'edat, perqué només hi ha 3 dones menors de 30
anys portadores i no han desenvolupat lesié d’alt grau. Skinner et al obtenen un risc
menor pel VPH 18 que el VPH 16 o 33, probablement degut a que es detecta en menor
mesura. El VPH 18 és detectat menys, pero té una progressid major a lesido CIN2+,
resultats similars a la nostra mostra, on només tenim 13 casos de VPH, pero 6 d’ells

evolucionen a CIN2+ (99).

El risc relatiu de progressio a CIN2+ en el cas del VPH 31 en el nostre estudi és 2,01 (IC
95%: 1,21-3,33), resultats en la linia de Soderlund que descriuen un OR de 2,75 (IC 95%
196-3,85). Nakamura descriu un risc de progressio a CIN2+ del 3,90 (IC 95% 1,57-9,67).
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En la série de Quint et al, s’analitzen 300 pacients LSIL i obtenen una OR de progressid
a CIN2+ pel VPH 31 de I'1,97 (IC 95% 0,74-5,24). A més, en aquest darrer estudi,
descriuen un major risc en evolucid i persistencia en majors de 30 anys. En el nostre
estudi, en la linia d’aquests resultats, obtenim un RR de progressié a CIN2+ en dones
menors de 30 anys és de 2,01 i si son majors de 30 anys és de 2,18, tots dos

estadisticament significatius.

El risc relatiu de progressié a CIN2+ en pacients VPH 45 positives va ser de 2,32 (IC
95%: 1,01-5,34) sense obtenir diferencies estadisticament significatives entre majors i
menors de 30 anys. Soderlund obté un risc de 1,74 (IC 95% 1,10-2,73) i Quint et al

obtenen un OR de 2.45 sense obtenir resultats estadisticament significatius.

L’associacié entre els diferents genotips de VPH-AR i la persisténcia/progressié de la
lesié cervical ha estat estudiat en multiples estudis on focalitzaven els VPH 16/18.
Nakamura et al (107) obtenen una sensibilitat del 100% de lesié d’alt grau i una
especificitat del 29% englobant els 13 VPH-AR causant la majoria dels cancer de cérvix.
Per tant, conclou que la determinacio dels 13 VPH-AR no és efectiva com a triatge, ja
gue I'elevada prevalenca d’aquests virus ens augmentaria el numero de falsos positius.
En la nostra mostra, si analitzem la sensibilitat, especificitat, VPN i VPP dels 14 VPH-AR
més frequlents, observem sensibilitats molt altes i especificitats molt baixes, un VPP

baix i un VPN alt.

La positivitat per VPH 16/18, disminueix la sensibilitat fins el 52%, pero I'especificitat
augmenta fins al 73%. Aquests resultats son similars als nostres, i reforgant el

oncogenicitat d’aquests dos tipus virals.

Soderlund descriu que la combinacié de VPH 16,31 i 33 estan associats amb un risc
augmentat de CIN 2+, amb un VPP més elevat, una sensibilitat del 76,7% i reduia el
numero de derivacions a colposcopia basant-se en el genotip viral (21). En la nostra
serie, amb la combinacié de VPH 16/18/31 obtenim una sensibilitat del 67,7%, una
especificitat del 76,3%, un VPP del 45% i un VPN de prop del 90%. Quan afegim el VPH
33, augmenta la sensibilitat pero disminueix I'especificitat i el VPP. Aixo és degut a que
molt poques pacients son portadores del VPH 33. En el nostre estudi, hem analitzat la

sensibilitat, especificitat, VPP i VPN de diferents VPH de manera individual i en
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combinacid. Destaquem sensibilitats baixes si ens fixem en VPH determinats, pero
augmenten a mesura que afegim VPH en el diagnostic. La sensibilitat del VPH 16 aillat
és del 40,6%, del 10% en el cas de VPH 18 i del 19,1% en el cas del VPH 31, resultats en
la linia de Soderlund et al (21). Si ens fixem en termes d’especificitat, pel VPH 16 és del
85%, pel VPH 18 del 92,1% i pel VPH 31 del 80,1%. Aquestes dades ens donen

informacid rellevant en quant al potencial oncogenic d’aquests virus.

Si utilitzem combinacions en el triatge d’aquestes lesions, observem que el risc major
I'obtenim amb la deteccié del VPH 16/18/31/45 amb un RR de 4,84. En la nostra
mostra, la deteccié de VPH 16/18 li confereix un risc de lesié cervical de 2,99, la
deteccié de VPH 16/18/31 li confereix un risc de 4,18. Contrariament, la no deteccid de
VPH 16/18/31 |i confereix a la pacient un risc relatiu d’evoluci6 de 0,24
estadisticament significatiu. Aquestes dades ens mostren que aquests VPH especifics

son els que realment tenen risc de progressio, comparant amb els altres genotips.

Per ser util en el maneig clinic, el risc estimat que ens proporciona el genotipatge del
VPH necessita dirigir les decisions cliniques com la derivacid a colposcopia immediata,
colposcopia diferida o repetir la citologia o el test de VPH. L’estudi ALTS considera el

llindar de 'augment del risc del 10% de CIN2+ per ser derivat a colposcopia immediata.

Diversos estudis demostren que alguns genotips de VPH-AR estan fortament associats
amb lesions d’alt grau. A l'estudi According to Cervical Lesions Observed by
Papillomavirus types-A Research in Europe (CLEOPARE 1), 12 VPH sén associats amb
lesié CIN2+, especialment el VPH 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52 i 58 (128). El nostre
estudi, amb una n molt menor, els VPH implicats en la progressié sén el VPH 16,18, 31,

45 58.

Analitzant els altres genotips de VPH no hem trobat diferencies estadisticament
significatives en l'laugment del risc relatiu en la seva evolucié a CIN2. Nakamura
conclou que les pacients no portadores del VPH 16/18/31/33/35/45/52/58 podrien no
necessitar colposcopia i biopsia. Aquest fet reduiria la colposcopia fins al 40%. El nostre
estudi, amb una mostra petita, ha trobat diferéncies estadisticament significatives en
guant a la progressié del VPH 16, 18, 31 i 45, per tant aquestes serien les candidates a

colposcopia i biopsia, resultats en la linia de Nakamura (107). Eun Sung categoritza els
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12 VPH no 16 i no 18, per estratificacio del risc en dos grups (VPH 31/33/35/45/52/58
vs VPH 39/51/56/59/66/68), on el grup VPH 31/33/35/52/45/52/58 necessita més
seguiments i controls. En la nostra séerie, els VPH no 16-18 on hem trobat un augment

significatiu del risc sén el VPH 31, 45 i 58, resultats en la linia de Eun Sung et al (128).

En canvi, Monsonego et al conclouen que els Unics amb risc augmentat de progressio
son el VPH 16 i 18 com els responsables de la majoria de cancers cervicals, i conclou
que la identificacié de no VPH 16 i no 18 ens dona prou informacié pel realitzar

cribratge de tots ells.

L’estratificacié per edat (menor de 30 o major de 30 anys) de tots els tipus de VPH que
ens ha donat resultat estadisticament significatiu confereixen un risc relatiu de
progressio elevat en ambdds grups. Tot i aixo, el subgrup major de 30 anys presenten
riscos majors. Aixi, en cas del VPH 16, el RR en menors de 30 anys és de 2,34 i en
majors de 30 anys de 2,98. Aquest fet, que es repeteix en tots els VPH on hem trobat
diferencies estadisticament significatives, s’explica amb el caracter transitori de les
infeccions en menors de 30 anys, i la tendéncia a la persisténcia de les dones majors.
Matsumoto i Quint obtenen resultats similars als nostres: especificament, les dones
majors de 30 anys tenen major probabilitat de no regressié que les menors de 30anys
(113,123) . Aquests resultats, estan en linia dels estudis realitzats per Khan et al i
Monsonego et al (125,129). Monsonego confirma la utilitat de determinar la preséncia
de VPH 16 i 18 en dones majors de 30 anys com a test complementari, contrariament
la determinacié dels altres tipus de VPH-AR és molt infreqiient i no justifica el
genotipatge individual. Ye et al identifiquen VPH 16 i 18 com a factors predictors de
progressid en dones majors de 30 anys, sense trobar resultats estadisticament
significatius en les dones mes joves (120). Aquests resultats estan en la linia de
Wheeler et al on demostren que és més freqiient el diagnostic de CIN2+ en dones
menors de 30 anys, perd el diagnostic de CIN3+ és més freqlient en dones majors

(130).

Els nostres resultats no mostren un augment de risc de lesié d’alt grau en infeccions
multiples, resultats contraris als de I'estudi PATRICIA on el risc de lesié era superior en

pacients amb multiples infeccions per VPH (126). El paper de les multiples infeccions
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per VPH en la historia natural de la infeccié és controvertit, amb estudis on existeix un
risc major d’adquisicido de nous VPH a noves infeccions i estudis que creuen que sén
fets indepentents. Wentzensen estudia recentment les infeccions multiples per VPH i
arriba a la conclusié que no existeix una associacid sinergica entre la infeccid per
multiples VPH i I’evolucié a CIN2 (131). Quint estudia la lesid CIN2+ histologica i la
microdisseccid per laser de les lesions per CIN i ha demostrat que cada component de

la lesio esta associat a un tipus de VPH en concret (132).

El risc de desenvolupar una lesié cervical d’alt grau va ser major amb el VPH
oncogenics respecte els no oncogenics. En la nostra serie cap portadora a de VPH de
baix risc en monoinfeccid ha desenvolupat lesié CIN2+, resultats en la linia de
Jaisamrarn (126). Burk et al revisen els diferents VPH aillats fins el moment, i
destaquen que els VPH-BR poden persistir en el temps pero no evolucionen a lesio
CIN2+, resultats acords amb la nostra serie (133). Soderlund et al analitzen els
diferents genotips involucrats en les displasies cervicals de baix risc, i descriuen una OR
d’evolucié a CIN2 en els VPH-BR de 0,19 (IC 95% 0,09-0,41), obtenint un efecte
protector respecte I'evolucié. En el nostre estudi, cap dels VPH-BR s’han associat a
diferéncies significatives en quan a persistencia i evolucid. Amb aquestes dades
corroborem la poca utilitat del genotipatge dels VPH-BR, donat la seva alta prevalenga

i les poques implicacions cliniques.

Seguint en la linia dels estudis reportats i els nostres resultats, observem que en funcio
del VPH aillat I'’evolucio de la lesio és diferent. La deteccié del VPH 16, 18, 31 i 45 tant
en pacients LSIL com en pacients ASCUS li confereix un risc major d’evolucié de CIN2+
gue no tenir-los. El genotipatge especific per VPH ens pot ajudar a estratificar les
pacients LSIL/ASCUS per tal de determinar quina d’elles tindra un major risc de
persisténcia i progressid. Caracteritzar el risc de manera més precisa ens ajudara a

reduir el numero de citologies de seguiment i les colposcopies realitzades.
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RELACIO ENTRE L’EVOLUCIO DE LA LESIO | EL RESULTAT DE LA TINCIO
DUAL

Les alteracions citologiques ASCUS i LSIL representen la majoria dels diagnostics
anomals en citologia. En els casos de lesié citologica ASCUS utilitzem de manera
generalitzada la deteccié del VPH-AR, pero no en el cas de lesions cervicals de baix
grau, degut a que moltes infeccions sén transitories. Existeixen biomarcadors com p16
i Ki-67 que ens donen informacid sobre les lesions intraepitelials d’alt grau en
desenvolupament. En aquesta part de I'estudi hem avaluat la deteccid d’aquests
biomarcadors en pacients portadores VPH 16 i VPH 18, tant per citologies ASCUS com

LSIL i la seva associacio amb I'evolucié a CIN2+.

En el nostre estudi d’entre les pacients a qui hem realitzat la tincié dual hem obtingut
un 37,5% presenten positivitat per p16/Ki-67, resultats en la linia de la série de White
et al, que obtenen una positivitat del 30,4%. Ordi et al obtenen prevalences de

positivitat p16/ki-67 del 55,6% en pacients LSIL (134).

En la nostra mostra, si estratifiguem per resultat citologic, 35% de positivitat per
p16/Ki-67 en les LSIL i fins al 50% de les pacients ASCUS (135). Aquests resultats son
diferents als trobats a la literatura, on esta ampliament acceptat que la positivitat de la
tincié dual augmenta a mesura que augmenta la lesid citologica. En la serie de
Wentzensen el 19.6% de les citologies negatives sén positives a p16/Ki-67, el 40,2% de
les citologies ASCUS sén positives, el 68,8% dels LSIL, el 82,5% dels ASC-H i el 95,3%
dels HSIL (109). Tot i aix0, en la nostra serie les pacients a qui hem determinat la tincio
dual totes eren positives per VPH 16/18, aquest fet li confereix a la citologia ASCUS un
risc similar que les LSIL. Schmidt refereix una taxa de positivitat en ASCUS del 34,9%

(73) i Loghavi refereix positivitat del 45%, valor més similar al nostre (87).

D’entre totes les pacients VPH 16/18, un 43,8% progressen a CIN2+. D’aquestes
pacients el 83,3% tenen una prova pl6/ki-67 positives. Solares et al analitzen 160
dones amb ASCUS/LSIL amb VPH positiu, i de les dones que evolucionen a CIN2+, un

66% presentaven positivitat a la tincid dual, resultats similar als nostres (136).
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En la nostra serie, el RR d’evolucié a CIN2+ en pacients amb tincié dual positiva és de
1,56 (IC 95% 1,05-2,31). Tot i aix0, si estratifiquem per edat, destaguem que les dones
menors de 30 anys tenen un RR de 9 i les majors de 3,24. Aquests resultats estan en la
linia de Wetzensen et al que analitzen 1509 dones i descriuen un OR amb tincid
positiva del 7,2 en menors de 30 anys (137). White et al també observen un risc major
de progressid en dones menors de 30 anys. En aquestes pacients, a qui normalment no

s’aconsella la realitzacié de VPH de forma rutinaria, seria el marcador d’eleccio (135).

La nostra sensibilitat és del 71,4%, I'especificitat del 88,8%, el VPP del 83,3% i el VPN
del 80%. L’estudi PALMS demostra que la citologia dual augmenta tant la sensibilitat
com l'especificitat en la deteccié de CIN2+ en un test individual. La tincié dual
augmenta la sensibilitat de la citologia un 18% en dones de totes les edats i augmenta

I'especificitat fins un 95,2% (138).

Fujii et al revisen les citologies LSIL i ASCUS de 479 pacients des de setembre del 2010
fins a 'agost del 2011 i conclouen que la tincié dual és més precisa per la deteccid de
lesio CIN2+ que la deteccié per VPH-AR (88). Els nostres resultats sén similars als
trobats a la serie de Wentzensen et al amb xifres de sensibilitat i especificitat en la
deteccio de CIN2+ de 86,4% i 59.5% respectivament (139). Ikenberg troba resultats
similars en el seu treball, on estudia 27.349 dones, amb una sensibilitat de 86,7% i un
VPP més baix, probablement degut a un error en la tecnica (74). L'estudi PALMS
compara I'ds de la tincié dual, la deteccié de VPH i la citologia convencional en el
cribratge primari (140) i obté que la tincié dual tenia una sensibilitat per CIN2+ un 20%
superior que no pas la citologia convencional, amb especificitat comparable. Els
nostres resultats no difereixen del trobats per Wright et al (141,142) on comparen la
sensibilitat, especificitat, VPP i VPN de la tincid dual versus la citologia en pacients
triades amb el metode COBAS®. La sensibilitat de la tincié dual era molt superior a la
trobada en la citologia convencional (74,1 versus 51,9 per CIN3+, p <0,0001). A més a

més, tant el VPP com el VPN sén més alts en la tincié dual comparant els dos metodes.

Ordi et al obtenen una sensibilitat menor que la obtinguda amb la deteccié per VPH-AR
en dones menors de 30 anys, pero amb un augment de l'especificitat fins al 50%

respecte la deteccié del VPH-AR, resultats similars als nostres (134).
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Taula 67: Comparacio dels resultats de S, E, VPP i VPN en diferents estudis

Estudio Sensibilitat  Especificitat

Fuji 87,3 76,4 45,7 96,4
Wentzensen 86,4 59,5 60,1 86,1
lkenberg 86,7 95,2 15,6 99,9
Bergeron 85,7 53,3 26,5 95
Ordi 90,9 72,1 - -
Schmidt 94,2 68 - -
Wright 74,9 74,1 18,5 97,4
El nostre estudi 71,4 88,8% 83,3% 80%

En la nostra serie hi ha 6 pacients amb una tincié dual negativa i que desenvolupen
CIN2+. Les possibles causes d’aquest resultat és I'error en la interpretacio per part dels
patolegs i la lesid CIN2+ que estan patint una regressid espontania. Dona et al
assumeixen que la majoria de lesions son CIN2+ en fase de regressio (77). En la nostra
mostra podia ser un dels motius dels nostres resultats, ja que les pacients sén menors
de 25 anys. Loghavi atribueix els falsos negatius a una mala realitzacio de la técnica, en
utilitzar una mostra de forma retrospectiva (87). Aquesta també podria ser una causa
dels nostres resultats, ja que la tincié dual es va realitzar un any després del moment

basal.

En la nostra mostra tenim 3 pacients que presenten resultat positiu per la tincié dual i
regressen la malaltia. Entre les hipotesis que ens plantegem com a possibles causants
dels falsos positius és no donar temps a les lesions a regressar pels nostres protocols i
un error diagnostic en la interpretacié de la tecnica dual. Koo et al atribueixen els
falsos positius amb la interpretacié de metaplasia escamosa, metaplasia tubarica,
cel-lules endocervicals o cel-lules inflamatories amb tincié p16 o Ki-67 com a cel-lules
positives. Una altra possibilitat és quan p16 esta expressat al nucli que pot alterar el

color vermell de Ki-67 (143).
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Seguint en la linia dels estudis reportats i els nostres resultats, observem que la
determinacié de p16/Ki-67 confereix un risc augmentat de progressié a CIN2+. Si ens
fixem en les dones menors de 30 anys, el risc de positivitat i d’evolucié de lesié és
major que en les dones majors. La tincié dual podria ser un bon biomarcador de
persisténcia i evolucid en les dones joves, on la determinacié de VPH no esta indicada
per una alta prevalenga del VPH, degut en gran part a les infeccions transitories. El fet
d’obtenir un resultat negatiu en la deteccié pl6/Ki-67 ens permetria espaiar els
controls semestrals, disminuir I'angoixa de les dones i de manera indirecte el cost

sanitari. Calen més estudis per confirmar els nostres resultats.
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CONCLUSIONS

- L’absencia de VPH en pacients ASCUS i LSIL té un risc d’evolucié a CIN2+ molt
baix, amb un risc similar a les dones amb citologia negativa i no precisarien un

control especific.

- Les pacients ASCUS amb deteccié de VPH positiva tenen un risc d’evolucié

similar als LSIL, per tant la conducta clinica hauria de ser similar .

- La deteccié del VPH en les LSIL no és una eina adequada de triatge ja que no

ens dona informacio pronostica en quant a I’evolucié de les lesions.

- La determinacié de VPH-BR manca de transcendéncia clinica i per tant no

caldria ser investigada.

- El genotipatge especific per VPH 16, 18, 31 i 45 ens pot ajudar a estratificar les
pacients LSIL/ASCUS per tal de determinar quina d’elles tindra un major risc de
persisténcia i progressié. Per tant, constitueix una ajuda valuosa al clinic per
reduir el numero de citologies de seguiment i les colposcopies realitzades amb

la consequent millora d’eficiencia i cost-efectivitat.

- La pl16/Ki-67 és un marcador molecular que ens proporciona informacié
pronostica relativa a I’evolucié de la lesié independentment de la positivitat del
VPH, especialment en poblacié menor de 30 anys en la que la determinacio del

VPH no ens aporta informacié addicional.
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ANNEXES

% T e
l Germans Trias i Pujol
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CONSENTIMENT INFORMAT PER PARTICIPAR EN UN ESTUDI D’INVESTIGACIO MEDICA

Titol del protocol: Marcadors moleculars com a factors de persisténcia i evolucié de les displasies

cervicals de baix grau

Investigador principal: Carla Lecumberri Estruch

Seu on es realitzara I’estudi: Hospital Universitari Germans Trias i Pujol. ASSIR Badalona-St. Adria del

Besds

NOM @I PACIENT ...ttt st st et et st sbeebeebe e e e e e anntbeaeaaeeeesnnsnnenns

A vosté se I'esta convidant a participar en aquest estudi d’investigaci6 médica. Abans de decidir si

participa o no, ha de coneixer i comprendre cadascun dels seglients apartats.

Aguest procés es coneix com a consentiment informat. S’ha de sentir en absoluta llibertat per preguntar

sobre qualsevol aspecte que la pugui ajudar a solucionar els seus possibles dubtes.

Una vegada hagi comprés I'estudi i si vosté decideix participar, es demanara que signi un exemplar

d’aquest consentiment, de la qual se li entregara una copia signada i datada.

- JUSTIFICACIO DE L’ESTUDI
Les infeccions de VPH sén molt prevalents en el nostre medi, amb una prevalencga d’infeccié en
dones joves de fins al 80%. Segons la literatura, aproximadament un 20% de les portadores
presentaran una lesié de baix grau i només un 15% de les lesions evolucionaran a displasia d’alt

grau, mentre que les altres faran una eliminacid del virus o bé persistiran en el temps.

Sabem que les infeccions persistents per virus d’alt risc oncogénic sdn necessaries per tal de
desenvolupar malaltia, perd no sabem exactament quins sén els factors que determinen

aquesta persistencia. Sembla que és multifactorial.

L'objectiu d’aquest estudi és valorar si la deteccié per VPH, el genotipatge del VPH i la deteccio

de p16/Ki-67 ens ofereixen informacié pronostica en quant a I’evolucié de les lesions.
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BENEFICIS DE L’ESTUDI

A dia d’avui encara ens falta molta informacié de les patologies del VPH. Tant vosté com totes
les dones afectes o no de VPH obtindran beneficis si aconseguim determinar que si algun dels
marcadors moleculars estudiats és un factor determinant de I'evolucid i la progressié de la

malaltia, per tal de tractar abans o no la infeccid.

PROCEDIEMENTS DE L’ESTUDI
En cas de participar en l'estudi es realitzaran preguntes sobre voste, els seus habits i els

antecedents medics, quirurgics i gineco-obstetrics.

En una primera fase de |'estudi:

-Citologia

-Colposcopia i biopsia si s’escau

-Deteccid del VPH i tipificacié del VPH

-Deteccid de les proteines p16/Ki-67

En la fase consecutiva:

-Citologia cada 6-12 mesos en funcié de la citologia prévia

-Colposcopia cada 6 mesos i eventual biopsia si s’escau

Els controls i tractaments als quals vosté sera sotmesa no difereixen dels procediments

habituals acceptats per I’AEPCC.

RISCOS ASSOCIATS DE L’ESTUDI
No existeixen riscos potencials per la seva salut, essent els mateixos que podriem tenir en

qualsevol consulta de patologia cervical.

ACLARACIONS

o Laseva decisié de participar a I'estudi és voluntaria.

o No hi haura cap conseqiiéncia desfavorable per vosté, en cas de no acceptar la
invitacio

o Si decideix participar a I'estudi pot retirar-se en el moment que ho desitgi, podent
informar o no de les raons de la seva decisid, la qual sera respectada en la seva
integritat

o Notindra cap despesa per participar a I'estudi

o No rebra pagament per la participacio

o En el transcurs de I'estudi, vosté podra sol-licitar informacié actualitzada sobre el

mateix.
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o La informacié obtinguda en aquest estudi, utilitzada per a la identificacié de cada
pacient, sera mantinguda amb estricta confidencialitat pel grup d’investigadors.
o Si considera que no hi ha dubtes pot signar la Carta de Consentiment informat que

forma part d’aquest document.

CARTA DE CONSENTIMENT INFORMAT

he llegit i compres la informacié anterior i les meves preguntes han obtingut respostes
satisfactories. He estat informada i entenc que les dades obtingudes en aquest estudi poden ser
publicades o difoses amb fins cientifics. Accepto participar en aquest estudi d’investigacid.

Rebré una copia signada i datada d’aquest consentiment.

Signatura: Data:

Aquesta part ha de ser completada per I'investigador (o el seu representant)

o T TR PUPTN he explicat a la pacient
................................................................................................ la naturalesa i el proposit de la
investigacié. He explicat sobre els riscos i beneficis que implica la seva participacié. He
contestat les preguntes que se m’han formulat i he preguntat si hi havia dubtes. Accepto que

he llegit i CONEC la normativitat corresponent per realitzar investigacié amb éssers humans.

Una vegada conclusa la sessid6 de preguntes i respostes, es procedeix a signar el present

document.

Signatura: Data:
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