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ABREVIATURES

ACO: Anticonceptius Orals

ADN/DNA: Acid Desoxiribonucleic

AEPCC: Asociacion Espanola de Patologia Cervical y Colposcopia

AGC: Atipia de Cél-lules Glandulars

AGUS: Atipia de Cél-lules Glandulars de Significat Incert

AHO: Anticonceptius Hormonals Orals

AIS: Adenocarcinoma endocervical in situ

ALTS: Estudio per al triatge de les lesions ASC-US LSIL (ASC-US LSIL Triage Study)
ARN/RNA: Acid Ribonucleic

ASC-H: cél-lules escamoses atipiques suggestivas de lesié d’alto grau (Atypical
Squamous Cells cannot exclude HSIL).

ASC-US Atipia de Cél-lules Escamoses de Significat incert ( Atypical Squamous Cells
of Undetermined Significance)

ASSCP: Societat Americana de Patologia Cervical y Colposcopia ( American Society
for Colposcopy and Cervical Patology)

ATHENA: Adreesing The Need for advanced HPV Diagnosis

BX: biopsia

CC: citologia convencional.

CIN: neoplasia intraepithelial cervical (cervical intraepithelial neoplasia)

CIN1: neoplasia intraepitelial cervical grau 1

CIN1+: neoplasia intraepitelial cervical grau 1 o superior

CIN2: neoplasia intraepitelial cervical grau 2

CIN2+: neoplasia intraepitelial cervical grau 2 o superior

CIN3: neoplasia intraepitelial cervical grau 3

CIN3+: neoplasia intraepitelial cervical grau 3 o superior

CIS: Carcinoma In Situ

CLEAR: Clinical Evaluation of APTIMA mRNA

CO2: didxid de carboni

CUU: Cancer de cérvix o de coll uteri

DIU: Dispositivo Intrauterino

E6: gen d’expresion temprana numero 6 del virus del papiloma huma

E7:gen d’expresion temprana numero 7 del virus del papiloma huma

EFC: European Federation Of Colposcopy

FDA: Agéncia de drogues i aliments (Food and Drug Administration)

HC2: captura d’Hibridos 2 (Hybrid Capture 2)



HPV: Virus del Papiloma Huma

HPV-AR: virus del papiloma humaa d’alt risc.

HR-HPV: virus del papiloma huma d’alt risc (High-risk human papillomavirus)
HSIL: lesio intraepitelial d’alt grau (High-Grade Squamous Intraepithelial
Lesion)

IC: Intérval de Confianca

IFCPC: federacio internacional de patologia cervical y colposcopia. (International
Federation of Cervical Pathology and Colposcopy)

IMAS: Institut Municipal de Asisténcia Sanitaria de Barcelona

Ki-67: proteina Ki-67

L1: gen d’expressié tardana numero 1 del virus del papiloma huma

L2: gen d’expressié taranaa numero 2 del virus del papiloma huma
LAST: Lower anogenital squamous terminology

LEEP: large loop electro-excision procedure

LLETZ: large loop excision of transformation zone

LR-HPV: virus del papiloma huma de baix risc (low-risk human papillomavirus)
LSIL: lesio intraepitelial escamosa de baix grau (Low-Grade Squamous
intraepithelial Lesion)

m-RNA: acid ribonucleic missatger (message Ribonucleic Acid)

NPCM: Negatiu Per a Cél-lules Malignes

OMS: Organitzacié Mundial de la Salut

p16: proteina p16

p53: proteina 53

PASSIR: Programa d Atencié Sanitaria a la Salut Sexual i Reproductiva
PCR: reaccio en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
pRb: proteina del Retinoblastoma

RR: Risc Relatiu

SCC: Cancer de cél-lules escamoses ( squamous cell cancer)

SEAP: Sociedad Espanola de Anatomia Patoldgica

SEC: Sociedad Espanola de Citologia

SEGO: Sociedad Espanola de Ginecologia y Obstetricia

SIL: lesions intraepitelials

UEC: unié escamo-cilindrica

VIH/HIV: Virus de la immunodeficiéncia humana

VPH: virus del papiloma huma

VPP : valor predictiu positiu

ZT: zona de transformaci6

10



11



1.INTRODUCCIO
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1.1. CANCER DE CERVIX. EPIDEMIOLOGIA

A nivell mundial, la neoplasia o cancer de cérvix uteri (CCU) ocupa el 3er lloc dels
cancers que afecten a les dones (1). El percentatge d’afectades varia molt segons els
paisos, fins i tot arribant a ésser el cancer més prevalent en 39 de 184 paisos,
principalment a Centre-América i Sud-América (2). La incidéncia anual del cancer
inasor de cérvix és de 500000 casos, sent la majoria en paisos en vies de
desenvolupament, on probablement tenen importancia factors com étnia, VIH, i la falta

de programes de cribratge (Grafic 1).
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Grafic 1. Incidéncia i mortalitat de CCU mundial. CANCERTODAY. http://gco.iarc.fr

Per contra, els paisos occidentals i mediterranis i Australia i Nova Zelanda, sén on es
troben les menors taxes de cancer invasor de cérvix. A Europa va haver-hi un total de
58373 nous casos de CCU durant el 2012 (ultimes dades oficials de la OMS), dels
quals 24385 van morir.(3) En particular a Espanya, el cancer de ceérvix ocupa I'onzé
lloc entre les neoplasies més prevalents, tot i que en dones en edat fértil (entre 15145

anys) és la primera causa de cancer invasor.

L’explicacié d’aquesta baixa incidéncia en aquests territoris és degut a la posada en

marxa de sistemes de cribratge de diferents tipus que detecten lesions precursores i
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tumors en estadis precogos, augmentant la supervivéncia al 92% als 5 anys.
Aquesta reduccié en la incidéncia ha anat acompanyada d’'una reduccié del 80% en la
mortalitat per cancer de cérvix entre les dones d’aquestes arees geografiques (Grafic
2).(4)
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Grafic 2. Incidéncia mundial de CCU en els anys. CANCERTODAY. http://gco.iarc.fr

El cancer de cérvix té una historia natural ben definida. Per a la seva aparicid és
indispensable tot i que no suficient, una infeccidé persistent pel Virus del Papiloma

Huma o VPH, a nivell cervical.

El virus del papil-loma huma (VPH) és la causa necessaria de la neoplasia de cérvix.
La infeccid persistent del VPH causa lesions precursores que de no ser resoltes

evolucionaran a un cancer de céervix.

El VPH s’inclou dins una gran familia de virus, els papillomaviridae, caracteritzats per
una capside proteica que protegeix un ADN circular de doble cadena, que tenen un

especial trofisme pels epitelis, i alguns en concret per a I'epiteli anogenital. Un subgrup
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de virus produeixen lesions benignes com els condilomes acuminats, perd un altre
subgrup de la familia té capacitat oncogénica i sdn capagos de provocar lesions que
acaben desenvolupant un cancer cervical. D’aquests virus amb més capacitat
oncogeénica en destaquen el 16 i el 18, els més prevalents i infectius, que causen el
70% dels CCU (5). Aquestes lesions precursores anomenades lesions intraepitelials
cervicals apareixen a partir de I'epiteli escamods cervical, i contenen cél-lules amb
diferents graus de displasia sense capacitat invasora. Segons el seu poder oncogénic
aniran avancant amb el pas dels anys cap a un CCU, o bé regressant gracies a la

immunitat de la pacient cap a la curacio.

La historia natural de la infeccié del VPH comenga amb les primeres relacions sexuals,
on el VPH infecta l'epiteli perd la majoria de vegades de manera transitoria i
desapercebuda. A partir dels 30 anys, disminueixen les infeccions de novo per VPH,
perd augmenta la incidéncia d’infeccions de VPH persistents, i en consequéncia de les
lesions premalignes del coll uteri. Es a partir d'aquest moment on s’han dissenyat
programes de cribratge per a la deteccié d’aquestes infeccions persistents i per tant de

risc de desenvolupar un CCU.

En el nostre medi tenim dos métodes per a poder cribrar persones en situacio de risc
de CCU. El més antic esta basat en la realitzaci6é d’una citologia cervicovaginal que ha
demostrat ser eficag en la disminucio de la incidéncia de CCU. La citologia cervico-
vaginal, analitza anomalies morfoldgiques cel-lulars de les cél-lules descamades de

I'epiteli cervico-vaginal gracies a la tincié de Papanicolau.

Durant I'tiltima década s’ha introduit en el métode de cribratge diferents técniques per
a la deteccié de VPH amb capacitat oncogénica o d’alt risc en els frotis cel-lulars per a
fer les citologies, augmentant la sensibilitat de la técnica. A més a més, gracies a la
introduccié del medi liquid podem afegir altres técniques a la citologia, tal i com la

determinacio del VPH, pero tambeé altres tincions com la Tincié Dual per a p16 i Ki-67.

El cribratge a Espanya d’aquestes lesions premalignes és realitza amb la citologia que
es pot realitzar sobre un medi solid o laminilla 0 amb un medi liquid com la citologia
liquida. Aquest medi a més a més ens permet detectar el VPH i el seu tipus. Aquestes
tecniques de deteccio de VPH han demostrat en diversos estudis tenir una major
sensibilitat per a la deteccié de lesions premalignes, tot i tenir una menor especificitat.
S'utilitzen en el cribratge a partir dels 35 anys, i en el control posterior a tractament de

les lesions premalignes.
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El cribratge per a carcinoma de cérvix a Espanya varia en funcié de cada comunitat
autonoma, perd en general és oportunista i amb resultat suboptim, ja que el 60% dels
CCU es desenvolupen en dones amb un mal cribratge. Segons I'Associacié de
patologia cervical i colposcopia (AEPCC) amb aquesta cobertura del cribratge en totes
les dones sexualment actives a Espanya, s’estima que un total de 438358 tindran
citologies anormals, entre les quals es trobaran 2511 carcinomes invasors de cérvix

cada any.

Es recomana l'inici del cribratge a partir dels 25 anys d’edat, havent-la de repetir a
'any segulent, i si sdbn normals, a partir d’aleshores es realitzara cada 3 anys si no hi
ha cap mena de factor de risc i la noia té parella estable. En cas de no tenir parella i
tenir relacions sexuals esporadiques, es recomana una citologia anual (6) A partir dels
35 anys, es pot seguir amb citologia cada 3 anys, o bé amb citologia més deteccid de

VPH cada 5 anys, fins als 65 anys.
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1.2. LESIONS PRECURSORES DE CANCER DE
COLL UTERI

El cancer de cérvix sempre ve precedit per lesions premalignes anomenades
neoplasia intraepitelial cervical o CIN. Aquestes lesions tenen un lent creixement que
pot durar varis anys, i es caracteritzen per diferents graus d’alteracions cel-lulars en el
que s’anomena displasia. La displasia es defineix com a I'anormalitat en I'estrutura de
la cél-lula degut a I'alteracio del seu procés de formacioé i maduracié com a resultat de

canvis a nivell del seu ADN, i que provoca una alteracié en les seves funcions.

El 1927 Papanicolau va publicar un estudi on descrivia la troballa de cél-lules
canceroses en extensions de fluids cervicals. L'any 1949 el mateix Papanicolau va
introduir els conceptes de discariosi en la citologia, i de displasia en la histologia. De
seguida Reagan va postular que la majoria d’aquestes lesions eren transitories, ja fos
cap a la curacio o cap al desenvolupament d’'un cancer invasor cervical, i ja va introduir

3 nivells de displasia: lleu, moderada, severa.(7,8)

El 1967 Richart va proposar un canvi de nomenclatura amb la introducci6 del terme
Neoplasia Intraepitelial Cervical (CIN) i les va graduar en 3 categories : CIN-1, CIN-2 i

CIN-3, sent la de menor displasia el CIN-1 i la de major el CIN-3.

Posteriorment es va voler ajuntar en un model binari de nomenclatura que facilités
I'aplicacié a la clinica, i el 1989 es va publicar el Sistema Bethesda. Aquest sistema
agrupava les lesions més lleus, alteracions per infeccié del VPH i CIN-1, en Baix Grau
(de 'anglés Low SIL, L-SIL); i les lesions de CIN-2 i CIN-3 en lesions d’Alt Grau (High
SIL, H-SIL) en funcié de la seva capacitat de progressio i nivell d’alteracié cel-lular.

Aquesta classificacio es va actualitzar 'any 2002. Taula 1.(9)

DISPLASIA
LLEU MODERADA | SEVERA Cis

(Reagan)
CIN

HPV CIN-1 CIN-2 CIN-3
(Richart)
SIL SIL BAIX GRAU SIL ALT GRAU
(Bethesda) L-SIL H-SIL

Taula 1. Evolucio de la classificacio de les lesions premalignes de cervix.
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1. Negatiu per a lesié intraepitelial o malignitat

No existeix evidéncia de neoplasia

2. Cél-lules epitelials anormals
2.1. Cel-lules escamoses
2.1.1.Cel-lules escamoses atipiques (ASC)(atypical scamous cells)
- De ssignificat indeterminat (ASC-US) (atypical scamous cells of undetermined
significance)
- No poden excloure lesié escamosa intraepithelial d’alt grau (ASC-H) (atypical
scamous cells cannot exclude HSIL)
2.1.2.Lesio intraepitelial escamosa de baix grau (LSIL)(inclou displasia lleu/infeccid
VPH/CIN-1)
2.1.3.Lesid intraepitelial escamosa de alt grau (HSIL)(inclou displasia moderada i
severa/CIN-2 i CIN-3/Carcinoma in situ)
2.1.4.Amb caracteristiques sospitoses d’invasié

2.1.5.Carcinoma escamds: negatiu per a lesiod intraepitelial o malignitat

2.2. Cel-lules glandulars
2.2.1.Cel-lules glandulars atipiques (AGC): endocervicals, endometrials o glandulars sense
especificar origen.
2.2.2.Cel-lules glandulars atipiques possiblement neoplasiques
2.2.3.Adenocarcinoma endocervical in situ (AlS)

2.2.4.Adenocarcinoma endocervical, endometrial, extrauteri, o sense especificar.

Taula 2. Sistema de classificacio de la citologies cervical Bethesda 2001.

18



La divisido en 2 categories principals a la Classificacié de Bethesda, volia evidenciar
que hi ha un grup de lesions amb una alta tendéncia a la curacié espontania i que
tenen molt baix risc d'evolucié a CCU (infeccioé per VPH i displasia lleu, el grup L-SIL) i
un altra grup que és de tamany menor (displasies moderades i severes, i carcinoma in

situ, agrupades al H-SIL) i que tenen un major risc d'evolucié en CCU.

També es va introduir el concepte d'atipia escamosa o glandular de significat incert
(ASC-US/AG-US) per a totes aquelles cél-lules que no eren classificables dins
categoria de baix o alt risc, i podies representar ceél-lules displasiques o bé

inflamatories.

La classificacié de Bethesda es va modificar varies vegades, fins a la definitiva del
2002. Taula 2. (10)

L'any 2012 es va crear el consens per a terminologia de lesions intraepitelials
causades pel VPH segons la seva localitzacié, atés que la seva morfologia és molt
similar independentment del lloc on es trobi. La terminologia LAST (Lower Anogenital
Squamous Terminology) fa servir també la mateixa terminologia per a lesions de baix
grau (L-SIL) i per a les d'alt grau (H-SIL) en les citologia. Per al resultat histopatologic,
complementa el terme neoplasia intraepitelial amb la lletra de I'epiteli on es troba la

lesié (en el nostre cas Cervical: CIN)(11).

19



1.3. DIAGNOSTICS CITOLOGICS

En el cérvix uteri hi ha un territori d'intercanvi constant de cél-lules, 'anomenada zona
de transicio, on estan en contacte 2 tipus d'epitelis: un epiteli columnar provinent de
I'endocérvix que es confronta amb I'epiteli escamds de I'ectocérvix i continua amb el de
la vagina. Aquest punt exacte d'unio dels epitelis s'anomena «unié escamo-columnar, i
és on es produeix el fenomen de metaplasia escamosa quan l'epiteli columnar es
transforma en escamods. Donat que és un lloc de constant recanvi cel-lular, és un punt
molt susceptible d'infeccioé per VPH, i és on trobarem les lesions CIN, i per tant també
els CCU.

Aquestes cél.lules son facilment accessibles donat que es poden obtenir a partir de la
seva exfoliacié mitjancant una espatula. A partir d’'aqui es dipositen en un porta-
objectes o bé en un medi liquid per a posteriorment ser tenyides i estudiades

microscopicament.

La presa de la citologia convencional en triple mostra consisteix en recollir epiteli
exfoliat de vagina, ectocérvix i endocérvix. La técnica continua fent una extensié del
material obtingut a una laminilla, que es fixara i realitzara una tincié de Papanicolau
per a identificar correctament la morfologia de les cél-lules. La tincié de Papanicolau es
basa en dues parts: la coloracioé nuclear i la citoplasmatica. Per a la coloracié del nucli
cel-lular es necessita I'aplicacié d’Hematoxilina de Harris, un colorant alcohdlic acidofil

amb afinitat per a les proteines nuclears.

Per a la tincié dels citoplasmes de les diferents cél-lules que poden haver en un frotis
cervico-vaginal, necessitarem 2 colorants, que respondran a les diferents afinitats
electrostatiques de cada tipus de membrana. El primer que s’aplica és el Orange G, un
colorant sintétic acid que tenyeix cél-lules madures ben diferenciades, amb afinitat per
a queratines d’alt pes molecular, provocant una coloracié rosada o ataronjada segons
el nivell de maduracid. Després s’aplica el EA-50, una barreja de colorants formada
per: Eosina, Verd llum, i Marré Bismark. La Eosina desplagara el Orange G donat que
té una major afinitat electrostatica, perd només per a les superficials i intermitges de
I'epiteli, i adquiriran coloracié acidofila o eosindfila (rosa ataronjat). El Verd llum tenyeix
citoplasmes de les cél-lules menys diferenciades immadures, quedant a les capes
basals i parabasals amb una coloracié blava (basofiles o cianofil-les). El Marré Bismark
té afinitat per a la mucina, i donat que aquesta esta present en les cél-lules

endocervicals, adquiriran aquest tipus de coloracié.
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Imatge 1. Citologia convencional normal amb tincié de Papanicolau. www.eurocytology.eu

A partir del 1996, s’introdueix la citologia de base liquida, a la que els mateixos
exfoliats de cel-lules obtinguts a partir del cérvix uteri es barregen en el medi liquid.
Posteriorment i de manera automatitzada es filtren i sedimenten les cél-lules per a
finalment ser dipositades en una monocapa que sera visualitzada al microscopi.
L’avantatge principal a més a més de l'automatitzacié y la rapidesa de la técnica, és
que es pot utilitzar la mateixa mostra per a posteriori realitzar altres técniques com pot
ser la identificacié del VPH (12,13).

En funcié de les caracteristiques morfoldgiques i nuclears de les cél-lules cervicals,
s’estableixen diferents diagnostics citoldgics directament correlacionats amb la
possibilitat de progressio a lesions invasores o de curacié. Les caracteristiques que
determinen les alteracions citoldgiques son principalment canvis en la mida del nucli,

tipus de cromatina, relacié nucli-citoplasma, maduracio cel-lular i atipia.

1.3.1. L-SIL

La lesi6 de L-SIL (Low-grade Squamous Intraepithelial Lesion) o Lesié escamosa
intraepitelial de baix grau, és la lesi®6 amb menor gradacié i per tan amb menor

capacitat de progressio.

Caracteritzada per ceél-lules escamoses madures, perdo que tenen grans nuclis 4-6

vegades més grans que els normals, hipercromatisme, nuclis irregulars, binucleacio.
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Podem trobar també coilocitosi, que es defineix como un «halo» perinuclear
citoplasmatic. En el nucli podem trobar augment del tamany, membrana nuclear
irregular, hipercromasia, multinucleacio, i canvis degeneratius com cromatina “tacada”

o picnosi (Imatge 1a).

La seva versio histologica inclou els canvis per infeccio de VPH i el CIN-1 (14).

1.3.2. H-SIL

La lesi6 d'H-SIL (High-Grade Squamous Intraepithelial Lesion) o lesid escamosa
intraepitelial d’alt grau, és la lesi6 amb major gradacio i per tant la que major potencial

oncogenic posseeix.

Al microscopi es pot observar un citoplasma immadur, un nucli anormal, i augment de
la relacio nucli-citoplasma. Els nuclis son 2 vegades majors als nuclis tipics, ocupant
més del 50% de la cél-lula, hipercromatics, amb membranes nuclears irregulars i amb
anisonucleosi. En el citoplasma trobarem un ribetejat estret al voltant del nucli (14)

(Imatge 1b, 1c).

La versio histologica inclou les lesions de CIN-2 i de CIN-3.

13.3. ASC-US/ASC-H

Aquest acronim en anglées fa referéncia a la preséncia de cél-lules escamoses
atipiques de significat incert (ASC-US: Atypical squamous cells of unknown
significance) o bé de ceél-lules escamoses atipiques suggestives de lesié d'alt grau

(ASC-H: atypical squamous cells cannot exclude H-SIL) a I'exfoliat cervical.

Es tracta de lesions cervicals intraepitelials que amb les seves caracteristiques no
acaben d'encaixar en les L-SIL ni en les H-SIL. Es necessari que el seu diagnostic
s'acompanyi del diagnostic de VPH, de manera que ens ajudi a sospitar o no una lesio
d'alt grau oculta. En el ASC-US hi ha d'un 10-20% de lesions d'alt grau ocultes, i en el
ASC-H en trobem entre el 30-60%.
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Imatge 2. Aspecte citologia: a) LSIL, i b) c) HSIL. www.eurocytology.eu
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1.4. DIAGNOSTICS HISTOLOGICS

Les alteracions citoldogiques son una sospita diagnostica. El diagnostic de certesa
s’estableix a partir de I'estudi histoldgic d’'una mostra de teixit cervical. El diagnostic de
lesio cervical requereix per tant de la realitzacié d’'una bidpsia dirigida, mitjangant una

colposcopia.

La colposcopia és una técnica ginecoldgica basada en l'observacio directa del cérvix
uteri mitjangcant una lent d'augment i de diferents tipus de llum. Per a localitzar la
possible lesié intraepitelial s'aplica acid acétic i lugol, per tal de fer resaltar la zona de
lesio, identificar-la, poder veure les seves caracteristiques, i si es creu adient biopsiar-
la. Aixd és possible gracies a que I'acid acétic coagula les proteines de les cél-lules
displasiques i podem observar quina estructura histologica adopten en relacioé als
vasos que passen a través del teixit. Aixd ens donara el patré colposcopic, que es
defineix com a l'aspecte que adquireix I'epiteli davant I'agressié del virus del VPH i
com resol la formacié dels seus vasos, quedant de manifest amb I'aplicacié de I'acid
acetic. Aquestes caracteristiques morfolodgiques es correlacionen directament amb el
grau de lesié, de manera que amb la visié directa apareix una sospita diagnostica de
displasia. El que fa el lugol, ric en iode, és tintar I'epiteli ric en glucogen de color fosc,
com és el cas de I'epiteli escamds sa. Les zones displasiques tenen menys quantitat

de glucogen, per la qual quedaran molt poc tenyides de lugol.

Imatge 3 Aspecte cérvix en aplicar acid acétic i mostrar un patré acetoblanc.

S'ha de biopsiar la zona que tingui més caracteristiques patoldgiques segons els
patrons establerts de colposcopia, perd en cas de dubte, s'ha de realitzar varies

bidpsies cervicals i anotar correctament la posicié de la bidpsia. També és important
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que la biopsia sigui profunda, perqué aixi podrem observar l'estroma cervical i

identificar una possible infiltracio (15).

A I'hora de diagnosticar el grau de la displasia, 'anatomopatodleg haura de mesurar
quina és la profunditat de la lesid en [l'epiteli biopsiat, mitjangant una tincio
d’hematoxilina-eosina. Lesions es cassificaran en: displasia lleu o CIN-1 quan la
displasia afecti el ter¢ intern de l'epiteli (Imatge 4); es classificara en displasia
moderada o CIN-2 quan la displasia afecti el ter¢ intern i mig de I'epiteli (Imatge 5); i
finalment en una displasia severa o CIN-3 quan la displasia afecti a tot el gruix de
I'epiteli (Imatge 6).

Es important que es realitzi un correcte diagnostic anatomopatologic per a classificar
en els diferents graus de displasia, ja que d'aquestes caracteristiques en dependra

interpretar el seu comportament, i el seu maneig i el possible tractament.

Imatge 4. Biopsia de CIN-1. www.eurocytology.eu
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Imatge 5. Imatge 3. Biopsia de CIN-2. www.eurocytology.eu

Vasos sangufneos
en.la papila
estromica alargada .

-

Imatge 6. Biopsia de CIN-3. www.eurocytology.eu

26



1.5. HISTORIA NATURAL DE LES DISPLASIES
CERVICALS

La historia natural de les lesions intraepitelials es defineix com a la probabilitat que
aquestes lesions es curin, regressin a un grau inferior, persisteixin o bé evolucionin a
un grau superior. D'aqui la necessitat d'un bon diagnostic anatomopatologic que ens
defineixi bé la lesié. En alguna ocasi6é s'ha posat de manifest la dificultat de definir
algunes lesions, que causen disparitat d'opinions entre diferents patolegs, i evidencia
la subjectivitat d'alguns diagnostics. Aixd ha posat en evidéncia la necessitat d'utilitzar
marcadors que ens diguin de manera objectiva quina naturalesa té la lesié amb la que
estem treballant, i ens predigui quin comportament és el més probable per a poder

trobar el millor maneig i si fos necessari el tractament adequat per a la pacient.

Entre la infeccid per VPH inicial i I'aparicié de la lesié poden passar des de mesos a
anys, depenent de les diferents variables com caracteristiques intrinseques de cada
pacient (genética, immunitat, estat nutricional, habit tabaquic), i altres cofactors com
preséncia d’hormones, inflamacié cronica o bé el tipus de virus causant de la
infeccio(16)(17).

Progresion a
':"’ \ Infeccuon 'W s

CERVIX INFECCION o}
NORMAL " GENITAL POR VPH Z

\/ A \__st cervicales mtraepatellales (CIN)

Remision @ Regresion

ZNIO

Figura 1. Historia Natural del VPH. AEPCC.

Nombrosos estudis han intentat entendre el comportament de les lesions per VPH, i tot
i a ser estudis diferents i amb diferents metodologies, s'ha aconseguit un consens a

I'nora de predir el comportament de cada tipus de lesié.
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L’any 1993 Oslon i col van intentar resumir els estudis sobre el comportament de les
lesions cervicals publicats entre el 1950 i el 1993. El seu grup va afirmar que el CIN-1
tenia una regressio a curacioé del 57%, mentre el CIN-2 era de 43% i el CIN-3 del 32%.
Del CIN-1 va observar una progressio a Ca in situ del 11%, i a carcinoma invasor del
1%. En el CIN-2 va veure una progressio a Ca in situ de 22% i a carcinoma invasor del
5%. | en el CIN-3 va veure que podien progressar a carcinoma invasiu fins a un 12%
(Taula 3) (18).

Categoria Regressio Persisténcia Progressio Progressio a

CIN CIN-3 carcinoma
invasor

CIN-1 57% 32% 11% 1%

CIN-2 43% 35% 22% 1,5%

CIN-3 32% 56% - 12%

Taula 3. Evolucio de les displasies cervicals segons Olson (18)

En un metanalisi de I'any 1980, Melnikow i col. van estudiar 27000 dones i les seves
citologies per a trobar les taxes de HSIL i de carcinoma invasor als 24 mesos
d'observacio. En les lesions ASC-US es va trobar una taxa de lesi6 invasiva de 0,25%
i de regressio de 68%. En els L-SIL de 0,15% i de 47% respectivament. En els H-SIL
de 1,44% i de 25% respectivament. Les seves troballes suggerien que era segur
controlar les lesions de ASC-US i de L-SIL fins a 24 mesos pel baix risc de progressar
a carcinoma invasor, perd abans calia un estudi detallat del cérvix per descartar la

presencia d’'una lesié H-SIL (19).

Altres autors com Mitchell i col va establir que un 45% de lesions cervicals en general
regressaven, 31% persistien, un 23% progressaven (20). | Mclndoe i col va observar
taxes de malaltia invasiva en un 29-36% en el seguiment de CIN-3 i de carcinomes in
situ (21).

En general s'ha acceptat que les lesions van seguint el seu curs natural segons les

seves caracteristiques biologiques i els factors ambientals que interactuen. D’aquesta
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manera una infeccio per VPH oncogénic esdevindra una lesio de baix grau, que amb el
temps evolucionara fins a una lesioé d'alt grau, que finalment adquirira poder invasiu i
es transformara en un CCU. S’ha calculat un temps mig entre la infeccié inicial del
VPH i el desenvolupament de CIN-3 de 7 a 15 anys. Tot i aixi, hi ha investigadors que
han postulat sobre la possibilitat que algunes lesions neixin directament com a lesions
de baix o d'alt grau, i que en poc temps, les d’alt grau a base d'acumular rapidament

alteracions genétiques, esdevinguin carcinomes invasius de cérvix (22—24).
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1.6. VIRUS DEL PAPILOMA HUMA (VPH)

1.6.1. ESTRUCTURAI GENOTIPS

El virus del papil-loma huma (VPH) pertany a un gran grup de virus de petit tamany de
la familia dels Papillomaviridae. Aquesta familia comprén 16 géneres, i només 5 dels
quals son capacos d'infectar pell i mucoses humanes, formant el grup dels virus del

papiloma huma (Figura 2).

EL VPH va ser descobert fa 30 anys per Orth i col, i per Coggin i zur Hausen (25,26) el
que els va suposar guanyar el premi Nobel 'any 2008. Tot i aixi, el gran aveng clinic
va tenir lloc a partir del 1985 amb l'aillament de la gran majoria de VPH, i classificacio
d’'aquests en families i géneres, gracies a la reaccié en cadena de la polimerasa
(PCR). (26). Durant I'tiltim segle s’han identificat més de 200 genotips que s’han dividit
en diferents grups (alpha-, Nu-/Mu-, Neta-, Gamma-papillomavirus) segons la seva
estructura i el seu tropisme pels teixits humans (Figura 2) (25). El grup alfa inclou
genotips que causen cancer, mentre el grup Neta i el Gamma causen infeccions
normalment asimptomatiques que en estats d'immunosupressié poden conduir cap a

berrugues cutanies o predisposar cancer de pell.

La taula 4 recull els VPH que més freqientment s’associen a patologia en humans.
Destacar que s’han identificat 12 tipus (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, i 59), els
anomenats d’Alt Risc (HR-HPV) que han estat classificats com a carcinogénics per als
humans segons la International Agency for Research on Cancer (IARC). Els tipus 6 i
11 sempre generalment causen malalties benignes com berrugues genitals. Altres
tipus classificats com a possiblement carcinogénics es troben molt poc freqientment
en estudis de cancers, de manera que encara estan per estudiar més en profunditat
(27,28).
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VPH

Genotips

Malaltia associada

Alt risc o oncogeénic

HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59

Cancer  cervical, anal,

vaginal, vulvar i orofaringi, i

lesions precursores
associades

Baix risc VPH 6, 11 Berrugues genitals,
papil-lomatosi respiratoria
recurrent

Probable carcinogeénics VPH 68 Cancer cervical

Possible carcinogénics VPH 5, 8 Carcinoma escamoés de la

pell en pacients afectes de

epidermodisplasia

verruciforme
Possible carcinogénics VPH 26, 30, 34, 53, 66, 67, | Incert
69, 70, 73, 82, 85,197
Taula 4. Virus alt i baix risc. Lancet Oncol 2009 A review of human carcinogens. Bouvard V (29).

31




Alpha-papillomavirus

mucosal & cutaneous

Mu-papillomavirus

cutaneous

Nu-papillomavirus

”c—‘f—"&?\ﬂW| —_— cutaneous

e e
1304
1 lcsiem:
~/ s ~0THpy,
/ o R R
[ P 91, Py,
1 \DI;H 1324
\ 92 W"GA
Y \\/’H"’G
NN RN
28, 3y
\ \:9)0»5. %ﬁ:ﬁ”l; 42
2,075 L% %7 Gamma-
L7 % %),
% papillomavirus

cutaneous

Beta-papillomavirus

cutaneous

Figura 2. Arbre genealogic VPH (25).

El VPH és un ADN virus circular envoltat per una capsida proteica. Aquest ADN
conté informacié sobre proteines de la capsida a la regid L ( de l'anglés Late,
expressio tardana) i sobre proteines estructurals del virus a la regié E ( de l'anglés

Early, expressio temprana).

Les proteines L1 serviran per a classificar els diferents genotips de virus, i poder
establir si es tracten de virus d’alt risc oncogénic (HR-HPV) o de baix risc (LR-
HPV)(29).

Les proteines E, en concret E6 i E7 tenen una funcié en I'accié oncogénica del virus.
Aquestes proteines E6 i E7 interaccionen amb les proteines del retinoblastoma, fent
que la cel-lula estigui en constant activitat mitdtica, i amb la proteina p53 de manera
que es bloqueja 'apoptosi. També cal destacar I'accié de la proteina E2 que actua
regulant les anteriors E6 i E7. Tal i com veurem més endavant, aquest és un punt a

destacar de cara a trobar un marcador bioldgic util en la practica clinica, ja que la
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proteina p16, una ciclina que controla el cicle cel-lular, es veu augmentada en cas que

el virus bloquegi la p53 mitjangant els seves oncoproteines (Figura 3).

URR: origin of replication,
transcription factor-binding
sites and gene expression
cantrol

L1: Major capsid protein

L2: Minor capsid protein

Figura 3. estructura genética VPH. (31)

URR

E6

HPV16
dsDNA

7906 bp

E7

E1

E1: Viral DMA replication and transcription

E2: Viral DMA replication, apoptosis,
transcriptional repressor of EG/ET

E4: viral DNA replication

E5: cell proliferation, alteration of signaling
pathways (EGFR), immune recognition { MHC)
and apoptosis
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1.6.2. HISTORIA NATURAL DE LA INFECCIO PER VPH

Existeix un gran consens entre la societat cientifica que accepta la gran associacio

observada entre el VPH i el cancer de cérvix, una de les més fortes en la cancerologia

humana. Aixi es pot qualificar la infeccié per VPH com a causa necessaria (abséncia

de malaltia en abséncia d’infeccid) perd insuficient (preséncia d’infeccié sense

preséncia de malaltia) per a I'aparicié de CCU.

La infeccié pel VPH habitualment s’adquireix per via sexual. Estudis recents han

mostrat una associacié del 20-30% amb la transmissié vertical (30,31), tot i que

aquestes infeccions son eliminades gairebé al 100% durant el primer any de vida dels

nadons segons els resultats de la majoria d’estudis (32).
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El VPH té una altissima infectivitat, pero tot i aixd, sabem que durant els primers 6
mesos el 50% de les dones I'eliminaran. Passat un any I'hauran eliminat el 70%, i fins
a un 92% als 2 anys (33).

El cicle del VPH comenga amb la infeccid a traves de microtraumes a I'epiteli arribant a
les cél-lules de la capa basal (34). En aquests moments hi ha una carrega genética de
poques copies en les cél-lules hostes. Conforme aquestes cél-lules es van replicant, el
virus també ho va fent, i va augmentant el nombre de copies de genoma i va
expressant els gens de la capside (L1 i L2). D’aixd en resultara una nova fornada de
virions que s’alliberaran a la superficie de la mucosa. Aquest cicle es va repetint amb
les cél-lules basals, de manera que es produeix la persisténcia viral (35). En el cas de
virus de baix risc, aquest procés es dona menys freqientment. En canvi, els virus d’alt

risc tenen molta més tendéncia a produir aquest cicle infectiu.

Les zones de transicid d’epitelis, on hi ha un recanvi constant en el tipus de cél-lules,
com és el cas de endo i ectocervix, i unid ano-rectal, son especialment susceptibles en
la infeccio per VPH (36).

Soén els virus HR-HPV els que sén capacgos de produir infeccions que derivaran en
alteracions de vies cel‘lulars, que acabaran en transformacio epitelial i oncogénesi.
Una explicacio plausible per a la capacitat oncogénica augmentada esta basada en les
oncoproteines E6 i E7. Tot i estar presents en tots els tipus de virus, d’alt i baix risc,
aquestes proteines funcionen a major rendiment en els d’alt risc per a augmentar la
produccid de virions i assegurant que el virus es manté infectant I'epiteli, i acabant
afavorint la transicié cap a una infeccié que modifiquen vies metabdliques cel-lulars

que acaben en alteracions genétiques i 'oncogénesi (37).

Els HR-HPV han desenvolupat mecanismes per a evitar la resposta del sistema
immune i aixi poder persistir i seguir amb la progressié de lesions pre-neoplasiques.
Una estratégia es basaria en mantenir-se com a virus intracel-lular sense provocar la
lisi de la cél-lula, i aixi no provocar cap resposta en les ceél-lules presentadores
d’antigens o mediadores de resposta immune com les cél-lules de Langerhans.
D’aquesta manera evitarien que es produeixin citocines de resposta, de manera que hi
hagi una resposta inflamatoria molt lleu o gairebé absent quan l'epiteli és infectat pel
VPH(38,39). També s’han descrit mecanismes com inhibicié de la senyal de l'interfero,
inhibicié de les cél-lules de Langerhans mitjangcant E6 i E7, modulacié de senyals
intracel-lulars i inhibicié de I'adheréncia de molécules transmissores d’informacié a la

membrana cel-lular.
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El mecanisme pel qual els HR-HPV poden transformar una cél-lula de I'epiteli cervical
en preneoplasica es basa en l'accio de les proteines E6 i E7(40). Aquestes proteines
inhibeixen la proteina p53 i la pRB, dues proteines relacionades amb la supressié
tumoral i induccié a l'apoptosi. A més, la E6 activa proteines com la telomerasa o
desregula vies relacionades en la resposta immune, diferenciacio epitelial o proliferacio
cel-lular. També cal afegir accions de la E7 com augmentar la inestabilitat
cromosomica fent que s’acumulin errors de transcripcio. Totes aquestes accions, afegit
a la inhibicié de la proteina viral E2, que controla la E6 i E7, crea un ambient molt

favorable per a la transformacié neoplasica epitelial(41).

La majoria de lesions ano-genitals per infeccié de VPH sén adquirides a través de
contacte sexual, i la persisténcia d’aquesta infeccié ve determinada per I'acumulacio
de contactes sexuals i el comportament sexual de I'hoste (42). Una nova infeccié es

pot detectar just després del contacte sexual en un individu infectat (43,44).

El resultat d’'aquesta alta transmissio és que les infeccions per VPH sén molt freqlients
en dones joves, de fet hi ha un pic d’infeccié entre els 20-25 anys d’edat. Després hi
ha un lent descens de la incidéncia, justificat per la negativitzacié de la infeccid, i a la
disminucié dels contactes sexuals. Segons algunes zones geografiques, existeix un
segon pic d’infeccié en la postmenopausa, que no ha estat del tot entés (5,45,46). Hi
ha estudis que confirmen que a una major promisquitat, hi ha un major nombre
d’infeccions(47,48).

Durant els seguiments de les dones infectades per VPH, s’ha vist que fins el 50% de
les infeccions es curen als 6 mesos de control, i fins al 90% en els 2 anys seguents
(49,50).

La resposta inflamatoria del Sistema Immune té la clau a ’hora de negativitzar el virus.
S’ha vist que els linfocits Th1 (cél-lules sanguinees encarregades de presentar
antigens sobretot a macrofags per a desencadenar una resposta immune) tenen una

funcié important en la mediacio de la resposta(51).

Les infeccions persistents per part de HR-HPV determinen el risc de CCU. Si bé no
queda clara la definicioé de persistent, alguns estudis la defineixen a partir de 2 anys de

la mateixa infeccio (52).

En aquesta minoria de dones que persisteix la infeccioé del VPH, la lesié evolucionara a
CIN o carcinoma invasor entre uns 5 a 14 anys respectivament de mitja, si no es

detecta i es tracta abans.
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Globalment, el 5% de lesions produides per HR-HPV en poblacions sense cribratge
evolucionaran a cancer. En canvi, en poblacions amb programes de cribratge només

sera de 1-2% de totes les infeccions per HR-HPV.

A part de les caracteristiques del virus, hi ha factors exdgens que poden interactuar i
canviar la historia natural de la infeccid per VPH. Varis factors s’han estudiat que
poden influir en la persisténcia del VPH, i provocar que una lesié preinvasiva
evolucioni a cancer invasiu. Destaquen el tipus de dieta, habits sexuals, reproduccio,
anticonceptius orals, tabaquisme, altres infeccions de transmissié sexual com ara la
Chlamidia Trachomatis (53-57). Pero els que unicament s’ha demostrat que estan

relacionats sén la immunodeficiéncia i el genotip viral (58,59).

1.6.3. COFACTORS IMPLICATS EN LA CARCINOGENESI DEL
VPH

Per a que una infeccié per VPH no es resolgui espontaniament i passi desapercebuda
cal la presencia d’'una série de factors que facin un ambient propici per al manteniment
de la infeccid i per al seu desenvolupament a una lesid de tipus CIN i finalment

I'aparicié d’'un CCU.

1.6.3.1. EDAT

L’edat és un dels principals factors a I'hora de prendre decisions sobre el VPH i les
seves lesions. La figura 4 ens resumeix I'evolucié de la infeccié del VPH al llarg dels

anys de vida.

Existeix una alta prevalenga de VPH en les primeres edats d’activitat sexual entre
aproximadament els 15 anys i fins els 25 anys, que en seguira un descens i estabilitat
entre els 25-40 anys, precisament on quedaran les infeccions persistents i formant el
grup de risc per a progressid a cancer. Cal ressaltar que en edats joves amb alta
prevalenca per VPH, on hi ha major activitat sexual i promiscuitat, les infeccions per

VPH es resolen espontaniament en més d’'un 90% aproximadament en 2-3 anys, i una
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minima fraccié de les infeccions persisteix(53,60). Aquest petit grup de dones

portadores de VPH sera el grup de risc abans citat (61,62).

La tendéncia sera que a mesura que passen els anys es tendeix a tenir menys parelles

sexuals, i la prevalenca del VPH baixara.

A partir dels 45 anys les infeccions del VPH s’estabilitzen i només un 5% de les dones
tenen infeccié per HR-HPV. Existeix un segon pic d’infeccid6 per VPH en algunes
poblacions, perd no s’ha aconseguit entendre’'n la causa. S’ha especulat amb un
hipotétic descens de la immunitat natural de les dones post-menopausiques, amb una
possible reactivacié d’una infeccio latent o bé per a exposicid6 a una nova parella
sexual. S’ha descrit certa proteccié davant els genotips que han produit la infeccio,

davant noves infeccions pels mateixos(63).

Persistencia
¥ progresin viral
Cérvix ’ Infecci6n w—  Lesién
normal « cérvix - i f’ Ciéncer
Aclaramiento Regresion Invasién

HPV

z T

30 afios 45 afios

PEETtTtetIttitte

15 afios

Citologfa cervicovaginal

Vacunacién VPH Test VPH1  Test VPH 2

Figura 4. Historia natural de la infeccio per VPH i el cancer de cérvix per Schiffman.

En edats fértils la distancia entre incidéncia de VPH i la mortalitat €s maxima, mentre
que en edats avangades la tendéncia és la confluéncia entre infeccié amb lesio
precursora i cancer amb mal pronostic. També reflexa la major susceptibilitat de
pacients en edat avangada donat la pitjor sensibilitat del cribatge i del pitjor pronostic
del CCU(64).
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En un estudi als EUA per Benard realitzat 'any 2012 (65), es va estudiar durant 9 anys

la incidéncia del CCU cobrint el 92% de la poblacio d’Estats Units durant el periode

1999-2008. En dones menors de 40 anys, el 78% dels CCU es diagnosticaven entre

els 30-39 anys, el 21% entre els 20-29 anys, i el 1% en dones menors de 20 anys. Va

haver-hi un total de 3063 cancers durant el periode descrit, 14 dels quals en edats

entre els 15-19 anys (incidéncia de 0.5 per cada 100000), i 125 entre els 20-25 anys

d’edat (incidéncia de 1.4 per cada 100000) (Taula 5).

Edat (anys) Mitjana anual | Taxa (95% IC)* N° de citologies/cancer**
15-19 14 0,15 (0,13-0,18) 194,113

20-24 125 1,40 (1,33-1,48) 54,753

25-29 519 5,94 (5,78-6,10) 14,444

20-34 1035 11,54 (11,32-11,76) 6,275

35-39 1369 14,16 (13,92-14,40) 4,921

Tots els casos | 3063 4,30 (4,26-4,35)

Taula 5. Incidencia de CCU per edats segons Bernard (67)

*Taxa calculada per 100.000 dones

**Nombre de citologia per cada cas de cancer de cérvix

Un altre estudi sobre la incidéncia de CCU en pacients joves durant el periode 2003-

2010 fet per Katki el 2013 (66) estudiava el risc de CIN-3+ i cancer a 5 anys en un

programa de cribatge durant 7 anys a 'estat de California. Es van diagnosticar 3

casos de CCU en el seguiment de 130000 pacients de entre 21-14 anys d’edat.
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Pacients de 21-24 anys amb ASCUS/LSIL tenen un risc de CIN-3+del 3% en els
posteriors 5 anys, i les que tenien una citologia prévia de HSIL tenen un risc de CIN-3+

del 28% i de cancer del 0%. En majors de 30 anys el risc passa a ser de 47% i 7.3%

respectivament (Taula 6).

Taula 6. Risc acumulat en 5 anys de CIN3+ i cancer segons Katki 2013

Aixo justifica que en els protocols no es recomani iniciar cribatge cervical abans dels

25 anys.

1.6.3.2. TABAC
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Es sabut que en general el tabac és un dels principals agents carcinogénics.
Les dades publicades indiquen que les pacients amb VPH positiu i fumadores tenen un
risc de 2 a 4 vegades més de desenvolupar CIN3 i cancer de cérvix que les no
fumadores, augmentant progressivament el risc amb el nombre de cigarrets per dia i
amb l'edat d’inici de fumar més precog (67). A més a més, el fet de deixar de fumar o
disminuir el tabac s’ha associat amb un augment de les taxes de regressié de les
infeccions del VPH(68,69).

L’associacio del consum de tabac amb el cancer de cérvix en dones amb VPH
positiu és biologicament plausible, ja que substancies carcinogéniques presents en el
tabac s’han aillat de forma consistent en el moc cervical, contribuint a cronificar la
infeccié pel VPH. Cal dir que les dades existents sén molt limitades, i no es coneix bé

el mecanisme pel qual interacciona en el cicle vital del VPH(70).

1.6.3.3. CONDUCTA SEXUAL

L’arribada del VPH es produeix per contacte sexual majoritariament. Els llocs
més susceptibles d’'invasio viral son zones del cos amb un rapid recanvi i diferenciacié
cel-lular com la zona de transformacié escamo-columnar del cérvix. Per tant és logic
pensar que la conducta sexual pot ser un cofactor en el desenvolupament del cancer
de cervix ja que a major nombre de contactes sexuals, major probabilitat d’entrar en

contacte amb el VPH.

Nombrosos estudis han mostrat que la conducta sexual, especificament el
nombre de parelles sexuals és el factor determinant per 'augment de la deteccié del
VPH, ja que en dones dedicades a la prostitucio, la prevalenca del VPH esta més
augmentada, al voltant del 48% a Japd, del 50% a Méxic i del 61,6% a Espanya(71) i
consequent tenen més risc de lesions preinvasives i cancer de cérvix(72). L’edat de la
primera relacié sexual també és un conegut factor de risc per la infeccié del VPH, ja
que sabem que la prevalenca del VPH més alta es troba en edats immediates a ['inici
de les relacions sexuals. En grups d’edat entre 15 i 25 anys, si es tenen diferents

parelles sexuals, la infeccié pel VPH arriba a una prevalenga de fins el 30-40%(73).

Estudis epidemioldogics en dones d’edats avangada indiquen també una forta

associacié entre les noves parelles sexuals i la incidéncia d’infeccié pel VPH,
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concloent que el comportament sexual de risc condueix a un major nombre

d’infeccions pel VPH, també en aquest grup d’edat(74,75).

Altres infeccions cervico-vaginals també s’han descrit com a cofactors de la infeccio
del VPH, induint la inflamacio cronica, com en el cas de la Clamidia trachomatis i

I'Herpes simple tipus 2(76,77).

1.6.3.4. PARITAT

Les dades publicades demostren que existeix una forta associacié entre el
CCU i la paritat(78), perd el mecanisme no esta clar. Una de les explicacions
suggerida és que lalta paritat augmenta el risc de cancer de cérvix mitjancant el
manteniment durant molts anys de la zona de transformacié a I'exocervix, fet que pot
facilitar I'exposicié al VPH, aixi com també factors hormonals de 'embaras (79) o els

traumatismes cervicals durant el part podrien afavorir la progressio de les lesions(80) .

1.6.3.5. ANTICONCEPCIO HORMONAL

La planificacio familiar també és un factor a tenir en compte a I'hora de buscar
causes i mecanismes pels quals es desenvolupen les lesions CIN i el CCU. Els estudis
han trobat relacio entre I's d’anticoncepcié hormonal oral combinada (ACHO) i el risc
de cancer de cérvix, perd és un tema controvertit i complexe. Tot i que el risc de molts
altres cancers és menor en les usuaries de ACHO que en les no usuaries, les taxes de
cancer de cervix sén generalment més altes entre les usuaries. Les revisions
sistematiques d’estudis epidemioldgics observacionals han trobat una associacié entre
el risc de cancer de ceérvix i I'is prolongat d’anticonceptius hormonals durant 5 anys o
més, encara que el risc tendia a disminuir, perd no a desapareixer, quan deixaven de

prendre’ls(54).

La controvérsia recau en factors de confusié en aquesta relacié entre ACHO i
CCU, com poden ser la reduccioé de I'is del métode barrera en dones que utilitzen
ACHO, la multiparitat, I'edat d’inici de les relacions sexuals o la historia familiar, entre

d’altres.
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A més a més s’ha comprovat que el preservatiu és un factor protector i ajuda a
promoure la regressio de les lesions intraepitelials amb I'eliminacié del VPH, perd no

evita de forma total el contagi ni 'adquisicio de les lesions precursores(81-83).

1.6.3.6. IMMUNITAT

El paper com a factor de risc en la progressio de les infeccions i lesions per VPH es va
establir a partir d’observar una major incidéncia i taxes de progressiéo de les lesions
CIN en dones infectades per VIH(84). Un estudi de I'any 2000 descrivia taxes de
infeccié persistent en infectades per VIH del 79% davant el 48% en dones sanes, a
més de major prevalenga de VPH en dones amb un recompte de CD4 menor a 200
cél/mcL. També es va registrar major incidéncia de lesions CIN-2+ i CIN-3+ en les

dones VIH positives (84).

1.6.4. GENOTIPS DEL VPH | LA SEVARELACIO AMB CIN |
CCU

Ja hem comentat que per a l'aparici6 de una lesié intraepitelial preinvasiva és
necessaria la preséncia d'una infeccié per VPH, perd que a més sigui persistent. Si

aquesta lesio no es resol, podra evolucionar a un CCU.

Els genotips de VPH amb capacitat oncogénica son els anomenats HR-HPV, i tenen
unes caracteristiques que els proporcionen la capacitat de mantenir-se en l'epiteli
cervical i seguir provocant alteracions a les ceél-lules que desemboquin en una
displasia. EI VPH 16 i el 18 expliquen el 70% de les neoplasies de cérvix uteri. La resta
de HR-HPV (45, 31, 33, 52, 58, 35, 59, 56, 51, 39) son causants del restant 25-30%.

Aix0 indica que el genotip de la infeccio pot fer variar I'evolucio de la lesio.

Molts estudis han intentat trobar la relacié entre el genotip viral i el tipus i evoluci6 de la
lesié cervical. EI 2003 es va publicar un meta-analisi per Clifford, que intentava
relacionar els genotips del VPH i la lesi6 HSIL o carcinoma invasor (Taula 7). En les
lesions invasores es va trobar sobretot VPH tipus 16, 18 i 45, en major proporcié que
en lesions HSIL. Sempre el més freqlient era el tipus 16, tan en HSIL com en lesions

invasores(85).
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SCC HSIL SCC : HSIL

HPV type n HPV (%) n HPV (%) prevalence ratio™
All 8550 7.6 4338 842 1.04 (1.03, 1.06)
16 8594 543 4338 450 1.21 (1.16, 1.26)
18 8502 12.6 4338 7.1 1.79 (1.56, 2.10)
33 8449 1.3 4302 7.2 0.59 (0.53, 0.68)
45 5174 4.2 2214 2.3 1.85 (1.35,2.91)
31 7204 4.2 4036 8.8 0.48 (0.43, 0.54)
S8 5646 3.0 2175 6.9 043 (0.37.0.52)
52 5304 2.5 2153 52 0.48 (0.40. 0.60)
35 6223 1.0 2690 4.4 0.22 (0.18, 0.27)
59 4488 0.8 1636 1.5 0.55 (0.38,0.97)
56 4493 0.7 2110 3.0 023 (0,18, 0.31)
51 4580 0.6 2171 2.9 0.20 (0.16, 0.27)
68 4148 0.5 1763 1.0 0.50 (0.33, 1.04)
39 3899 0.4 1841 1.1 0.35 (0.24, 0.66)
66 4799 0.2 1778 2.1 0.10 (0.08, 0.15)

Taula 7. distribucié de genotips de VPH segons HSIL i CCU segons Cliffort i col.

El 2004 Zuna i col. van presentar un estudi de les distribucions de genotips de VPH

determinats en medi liquid i PCR, també en lesions HSIL i CCU (tan el de tipus

escamos, com el de tipus adenocarcinoma (Taula 8). Van observar que VPH-16 era

més frequient com més severa era la lesio (86).
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’ HPV 16
| Diagnosis | only *
'HSILM | 4(15)

| HSIL-S 13 (46)
|AIHSIL | 17(31)

| Carcinomae | 25 (53)

| HPV 16 and other
HPV*©
n (%)

| 3(1)

| 6(21)

| 9 (16)

| 4(9)

4 HPV 16 present as single HPV type.

b percentages calculated across the rows.

Total HPV
16+

n (%)
7 (26)
19 (68)

26 (47)
29 (62)

© HPV 16 present as one of two or more HPV types.

d HPV positive but not HPV 16.

¢ Includes adenocarcinomas and adenosquamous carcinomas.

fThree carcinoma cases were negative for HPV.

HPV+ but not HPV
164

n (%)

| 20(74)
| 9(32)

1 29(53)
1 15(32)

Taula 8. distribucio de VPH-16 i altres HR-HPV a lesions d’alt grau(86)

Total
cases

NN

§18: ® N

En el 2008 Bosch va publicar un meta-analisi, com va fer Zuna i col. diferenciant les

dos histologies tipiques de CCU, i va analitzar quins genotips de VPH es trobaven en

les mostres. En aquest cas va trobar també que el VPH-16 era el més prevalent amb

diferéncia, pero també un augment de VPH-18 en el adenocarcinoma (31).
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GENOTIPO

Taula 9. Distribucid dels genotips de VPH en el SCC i Adenocarcinoma de Bosch i col.(31)

Al Pais Basc, Delgado i col. van fer un estudi sobre 106 pacients amb displasia
cervical, perd afegint un grup per a ASC-US i LSIL a diferencia d’estudis anteriors.
Com es pot comprovar a la Taula 10 la distribucié dels genotips de VPH és més
homogenia en el subrup de ASC-US i de L-SIL que en el d’alt grau i CCU(32) on
destaca el 16 per sobre de tots.

I GENOTIPO I ASC-US I LSIL HSIL/SCC I

228 AL 57.1

Taula 10. distribucio de genotips en ASC-US i LSIL i Alt Grau segons Delgado i col.(32).
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El treball que millor ha intentat explicar aquesta diferéncia de capacitat per produir
invasié ha estat el realitzat per Mufioz i col. El que van intentar fer va ser classificar
els tipus de virus VPH en alt risc oncogénic i baix risc, calculant la Odds Ratio (OR) de
cada virus per a produir cancer de cérvix (Taula 11). Per a estimar aquestes OR,
Mufioz i col van fer servir dades d’11 estudis de cas-control incloent a un total de 1918
pacients amb cancer de cérvix i 1928 controls. Els virus amb una OR superior a 5, amb
el marge inferior de l'intérval de confianga superior a 3 o bé no apareguessin en els
controls es van definir com a virus d’alt risc. Per tant, concloia que els virus de tipus 16
i 18 a més de 31, 35, 33, 35, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, i 82 van ser considerats

carcinogénics o d’alt risc, i els genotips 26, 53 i 60 probablement carcinogénics (87).

Table 4. Risk of Squamous-Cell Cervical Cancer According to Human Papillomavirus (HPV) Type.*

HPV Type Patients Controls Odds Ratio (95% CI)}
no % no. %
Negative for HPV 46 34 1091 844 1.0
16 685 50.5 42 33 434.5 (278.2-678.7)
13 177 13.1 17 1.3 248.1 (138.1-445.3)
45 74 5.5 9 0.7 197.6 (91.7-425.7)
3 36 2.7 8 0.6 123.6 (53.5-286.0)
52 37 2.7 4 0.3 200.0 (67.8-590.1)
33 14 1.0 1 0.1 373.5 (46.7-2985.8)
58 31 2.3 6 0.5 114.8 (45.1-292.6)
35 15 1.1 6 0.5 73.8 (26.4-206.5)
59 17 1.3 1 0.1 419.2 (54.2-3242.4)
51 13 1.0 4 0.3 66.5 (20.0-221.0)
56 9 0.7 5 0.4 45.1 (14.0-145.3)
39 8 0.6 0 0.0
73 s 0.4 1 0.1 106.4 (11.4-991.8)
68 2 0.2 1 0.1 $3.7 (4.4-650.1)
6 1 0.1 6 0.5 4.3 (0.5-38.4)
11 1 0.1 2 0.2 11.2 (1.0-128.0)
81 0 0.0 6 0.5

Taula 11. Risc de cancer invasor segons el tipus de VPH (87)

Khan i col. van estudiar de manera similar el risc de desenvolupar un CIN3 o pitjor als
10 anys en pacients infectades per VPH-16 o VPH-18. Buscaven la relacié entre una
displasia inicial causada per determinat virus, amb I'evolucié als 10 anys. A la taula 10

es mostra la incidéncia acumulada de CIN-3+ i el virus causant de la lesi6. Es va veure
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que el que millor preveia 'aparicié d’'un CIN-3 o pitjor era la preséncia d’'un VPH-16. A
més que el risc acumulat del VPH-16 per a desenvolupar un CIN-3 o pitjor era 7,5

vegades major que si el genotip fos qualsevol altre (88).

15 4

...........

10 4

Cumulative incidence rate (%)

0 — _— _.._?_.._?_.._?_.._.?....-.?...—-?----?
45 150 270 390 510 630 750 870 990 11101195
Follow-up time (months)

No. of women seen during follow-up interval

HPV16+ 455 247 190 144 125 112 94 &4 89 35
HPV18+ 154 85 74 51 43 a1 36 37 35 16 1

HC2+ 2211 1208 1016 862 755 701 600 528 547 266 17
HC2- 17391 9759 8672 7813 7136 6479 5960 5551 5278 2621 156

Taula 12. Incidéncia acumulada de CIN-3+ als 10 anys. Cercles negres VPH-16, cercles blancs VPH-18, triangles
negres VPH-no16-no18, triangles blancs VPH negatiu(88).

També eren similars resultats que va trobar Castle i col. en el seu estudi observant
durant 2 anys a més de 5000 pacients amb displasia cervical, per a buscar el risc de
desenvolupar CIN-3+ segons el tipus de VPH que tingués. El fet d’estar infectada per
VPH-16 tenia un risc 13 vegades major que una citologia de LSIL a desenvolupar el
CIN-3+, i 5 vegades més que qualsevol altre HR-HPV (89).

A I'nora de veure el risc dels altres HR-HPV, Berkhof i col. van analitzar I'evolucié de

les lesions preinvasives segons el tipus de HR-HPV, aprofitant el resultat dels
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cribratges de 44000 dones a Holanda amb VPH positiu i citologies normals, ASC-US o
LSIL. Van observar la seva evolucié durant 18 mesos i quina relacié podia tenir amb el
genotip de VPH. A la Taula 13 es pot veure com també hi ha un risc molt més elevat
de patir un CIN-3+ si es té una infeccido per VPH-16, sense importar quina era la

citologia inicial fins i tot essent normal (90).

Riesgo para CIN2+ Riesgo para CIN3+
% (95% 1C) % (95% IC)
Citologia ASCUS-LSIL Citologia ASCUS-LSIL
normal normal
hrHPV 14(11-18) 34(28-40) 7(5-10) 21(16-27)
16 31(22-41) 46(35-58) 17(10-26) 39(29-51)
hrHPV nol6 8 (5-12) 28(21-36) 3(2-6) 12(8-18)
18 18(5-41) 43(20-73) 9(0-30) 13(7-53)
31 11(4-23) 44(26-64) 7(2-19) 34(16-57)
33 25(8-54) 50(23-76) 13(0-40) 21(6-52)
35 6(0-33) 20(10-70) 6(0-32) 10(0-70)
39 0(0-17) 10(0-57) 0(0-17) 10(0-57)
45 0(0-8) 13(0-47) 0(0-8) 7(0-43)
51 13(0-44) 24(10-50) 0(0-13) 5(0-32)
52 14(4-38) 16(0-50) 0(0-13) 8(0-46)
56 0(0-8) 13(0-44) 0(0-8) 6(0-40)
58 0(0-11) 46(17-80) 0(0-11) 0(0-26)
59 0(0-28) 0(0-84) 0(0-28) 0(0-84)
66 3(0-19) 0(0-31) 0(0-9) 0(0-31)
68 0(0-52) 33(0-58) 0(0-52) 0(0-41)

Taula 13. Risc acumulat als 18 mesos per a CIN-2+ segons genotip VVPH i citologia (90).

En definitiva, davant d’aquest resultats esta ampliament acceptat entre la comunitat
cientifica que cada un dels diferents genotips del VPH tenen una diferent capacitat
oncogeénica, que es tradueix en una progressié variable de les lesions preinvasores a

CCU invasor. El genotip viral amb major capacitat oncogénica és el VPH 16.
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1.6.5. DETECCIO | GENOTIPAT DE VPH

Els métodes per a detectar la preséncia de VPH es basen en trobar ADN o ARN viral
en les cél-lules vaginals i cervicals preses en les citologies. La majoria d’aquests
meétodes busquen ADN viral (91). El méetode ideal hauria de realitzar-se facilment, ser
reproduible també amb facilitat, tenir una elevada especificitat i sensibilitat, i que fos
capag de detectar i identificar diferents tipus de VPH que es puguin trobar en la

mostra.

Els diferents métodes (taula 14) desestabilitzen la doble cadena ADN mitjangant un
increment en la temperatura i en alguns casos s’amplifica i s’aconsegueixen major
nombres de cadenes mitjangcant la PCR. Aleshores s’intenta identificar les sequéncies
de ADN de la mostra enfrontant les a sondes de ADN conegut que formen part del

meétode de deteccid i aixi podem saber quins virus sén presents a les nostres.

CATEGORIA DIANA PRINCIPI TEST METODE

ADN PDR format variable *  PGMY-linear array (Roche)

*  SPF10-Lipa (Innogenetic)

*  GP5+/6+- PCR-EIA

*  MGP PCR (Luminex)

*  BSGP5+/6+- PCR-MPG

*  Digene HPV genotyping RH test (Qiagen)

Lectura per hibridacié

*  Digene HPV genotyping LQ test (Qiagen)
*  Amplicor (Roche)

*  Papillocheck (Greiner-Bio-One)

*  CLART HPV2 (Genomica)

PCR temps real *  Abbot real time High Risk HPV test
*  Cobas 4800 HPV Test (Roche)

ARNm RT-PCR *  HPV 16 E6*1 RT-PCR-EIA

NASBA *  Nuclysens easyQ HPV v1 (Biomerieux)
*  PreTect HPV Proofer Assay (Norchip)

TMA *  Aptima HPV Assay (Gen-Probe)

ADN Fase liquida *  Hybrid Capture 2 (giagen)
*  Cervista HR HPV (Hologic)

In situ *  Ventana Inform HPV (Ventana)
*  Dako Gen (Dako)

Taula 14. Resum de de tests per a deteccid VPH+.




1.6.5.1. METODES D’AMPLIFICACIO DE LA SENYAL

1.6.5.1.1. METODES AMB ADN

- CAPTURA D’HIBRIDS (HYBRID CAPTURE 2. HC2, DIGENE CORP., USA)
Aquest métode Va ser el primer en usar-se massivament als laboratoris per a la
practica clinica, en els cribratges poblacionals. Per tal d’identificar el VPH, aquest
meétode amplifica la senyal basant-se en la hibridacié de 'ADN del VPH que es troba a
les mostres, fent servir ARN marcat (Imatge 7). Mitjangcant aquest procediment
s’obtindrien uns hibrids ADN-ARN que haurien de ser reconeguts per anticossos
monoclonals lligats a un substracte quimioluminescent que donara una resposta

semicuantitativa sobre ’'ADN del VPH present a la mostra (92)(93).

El test consta en una barreja de diferents sondes (ARN marcats). Tenim 13 sondes per
a detectar virus d’alt risc (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68) i unes altres
5 sondes per a detectar virus de baix risc (6, 11, 42, 43, 44). A la practica clinica no

s’utilitzen les sondes de baix risc.

Tot i la seva gran utilitat, la principal limitacié d’aquest test és que tot i que pot detectar
qualsevol dels virus de que es disposa sonda en el test, no identifica quin es el genotip

present, nomeés la preséncia de virus i sense saber si ni ha un tipus o0 més.
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! Denature
¢ Hybridize with specimen
HPY RNA probe

5 Alkaline phosphotase

3 Capture hybrids using 4 A second monoclonal splits & chemiluminescent
manocional antibodies antibody conjugated to  Substrate to produce light
on microtiter plates slkaline phosphotase
is added

Imatge 7. Técnica captura d’hibrids. www.papillomavirus.cz/eng/diagnosis_kits_hybrid.html

- CERVISTA HPV HR (Hologic, Inc.; Marlborough, MA, USA)
El test Cervista és similar al HC2, ja que permet detectar virus d’alt risc mitjangant
'amplificacié del seu ADN (94,95). Té sondes per a detectar 14 virus d’alt risc (16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68), tot i que hi ha una varietat d’aquest test
que unicament identifica virus 16 i el 18 (Cervista HPV 16/18)

1.6.5.1.2. METODES AMB PCR
Aquesta técnica es basa en una reaccié en cadena de I'enzim polimerasa, la reaccié

PCR (polimerasa chain reaction). Aquesta reacci® comenga quan s’apliquen les
mol-lécules iniciadores (“primers” en anglés, iniciadors o cebadors) que es
complementen amb el fragment d’ADN viral, i que continuara amb la realitzacié de

diferents cicles amb la PCR, i finalment en resultaran moltes copies de ’ADN viral.
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Les técniques basades en PCR (Taula 15) tenen I'avantatge que es poden aplicar a
mostres de qualsevol tipus, perd com a contrapartida, i donat que n’amplifiquen molt el

senyal, tenen més falsos positius.

- COBAS 4800 (Roche Molecular Systems, Pleasanton, CA, USA)
El COBAS 4800 és un métode basat en la reaccid en cadena de la polimerasa, en
temps real i automatitzat. La mostra ha de ser en medi liquid, i no pot processar

material histoldgic en parafina.

Aquest test informa si en la mostra es troba ADN de VPH, i en ser positiu el resultat,
de quin genotip viral es tracta: VPH-16, VPH-18 o bé VPH-no16/no18 (16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68).

Es un test molt usat en la practica clinica. S’ha demostrat que és util per a ASC-US, i a
més dona informacié sobre la carrega viral trobada a la mostra. Té validesa per a fer-
se servir en el cribratge poblacional (96), i la seva especificitat i sensibilitat per a trobar

CIN-2+ no és pitjor que la que aporta I'Hybrid Capture (97).

- APTIMA HPV (Gen-Probe, San Diego, CA, USA)
Aquest test també es basa en técniques de PCR. Detecta de manera automatitzada
14 subtipus de HR-HVP (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68). De
manera més éspecifica, TAPTIMA detecta 'ARN missatger de les proteines E6 i E7
virals, i només informa de la existéncia de HR-HPV, no aporta informacié del genotip

viral.

Els estudis mostren una sensibilitat igual als anteriors métodes explicats aqui, i inclus

amb certa milloria en la especificitat per a detectar CIN-2+(98).
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Taula 15. Resum de tests aprovats per la FDA

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,

52, 56, 58, 59, 68

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,

52, 56, 58, 59, 66, 68

16, 18

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,

52, 56, 58, 59, 66, 68

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,

52, 56, 58, 59, 66, 68
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1.7. METODES DE CRIBRATGE

Els metodes de cribratge tenen com a objectiu detectar el maxim de pacients possible
que puguin patir certa malaltia, davant el minim signe, tot i estar totalment
assimptomatiques. Es important en el moment de determinar si una malaltia és
tributaria de cribratge, conéixer la seva historia natural, i que la deteccio precog tingui

un tractament.

En el cas particular del cribratge per a cancer de cérvix uteri, el que volem trobar és el
maxim de pacients amb lesions intraepitelials cervicals i infeccions per VPH, per a
reduir la incidéncia i mortalitat del cancer de cervix. Mitjangant protocols d’actuacié
segons les troballes, s’ha de tractar adequadament les lesions que poden progressar a
cancer invasor, i a I'hora evitar el sobretractament de les lesions que no progressaran i
les que son transitories. Tot i tenir el programa ben dissenyat, s’accepta que cap prova
diagnostica té una sensibilitat del 100% i que queda un cancer residual un cop ha
passat la ronda del cribratge o 'anomenat cancer d’interval (els falsos negatius i les

neoplasies de rapida progressio)(1).

Els beneficis del cribratge sén clars: curacié de dones tractades després de la deteccid
que potencialment haurien mort per cancer invasor, millora de qualitat de vida donat
que els tractaments s6n molt menys agressius en estadis precocos de la malaltia, i
benefici psicoldgic quan la prova és negativa en saber que no s’és portadora de cancer

de cérvix.

Tot i els beneficis dels programes de cribratge per CCU, de fet han demostrat la seva
eficacia en la reduccié de la incidéncia de CCU alla a on s’han aplicat, aquests
programes comporten determinats riscos. Aquesta morbilitat derivada ve determinada
pel fet que per una banda, hi ha dones que son diagnosticades de lesions no
progressives. Aquestes dones sén sotmeses a un major numero d’exploracions
colposcopiques innecessaries, realitzacio de biopsies i tenen el risc de ser
sobretractades, a més a més moltes patiran angoixa en tenir una prova positiva i
esperar per a la seglent prova diagnostica. D’altra banda hi haura casos amb proves
amb un resultat falsament negatiu, amb les consequéncies cliniques i prondstiques
que se’n poden derivar del retard en la administracido d’'un tractament potencialment

curatiu.

Des que es van comengar els primers cribratges a principis de segle XX es calcula que

als llocs on hi ha una forta implantacié del cribratge amb cobertura de més del 70%
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(Finlandia, Regne Unit, Suécia, Paisos Baixos) de la poblacié s’ha aconseguit una
reduccio del 80% dels CCU.

Perd tot i la gran reduccié gracies a la introduccié de la citologia com a cribratge, s’ha
de dir que no és un métode ideal donat que té una taxa de falsos negatius que arriba
al 25%, i a més a més s’ha d’afegir un alt percentatge de citologies inadequades (99).
Les citologies inadequades son aquelles que no es pot llegir una gran part de
I'extensio cel-lular ja sigui per falta de cel-lularitat o per un mal processat de la mostra
(tincio, fixacié, molt gruixuda, falta de material), preséncia de sang o altre material, que

fa un diagnostic que no sigui segur. En aquests casos es recomana repetir la presa.

En un esfor¢ de millorar la taxa de citologies inadequades es va desenvolupar i
implementar la citologia liquida en alguns dels programes de cribratge. Hi ha estudis
que demostren una millor sensibilitat per a trobar LSIL i HSIL en comparacio a la
citologia classica. En canvi hi ha una mica més de discrepancia a 'hora d’aconseguir
més sensibilitat pels ASC-US. Bernstein i col. (100) va realitzar un seu estudi de més
de 154000 citologies liquides i més de 311000 citologies classiques, i va observar que
en la citologia liquida augmentava la taxa de deteccié d’ASC-US en comparacié amb
la citologia classica. A I'hora es va reduir la taxa de citologies insatisfactories quan
s’utilitzava la citologia liquida enlloc de la classica. Cal afegir a la citologia liquida té el
benefici de poder realitzar al moment una detecci6 de VPH en el cas que sigui

necessari com amb els ASC-US.

Per a incrementar encara més la deteccié de lesions CIN amb els programes de
cribratge, s’han realitzat varis estudis l'objectiu dels quals ha estat demostrar la
superioritat de la deteccié de VPH sobre la citologia per a trobar CIN-3+ (101). Tot i
que la sensibilitat de les proves de detecci6 de VPH és superior, no millora
I'especificitat, sobretot en la gent jove, on el fet de tenir infeccié per VPH no significa
que s’hagi de tenir una displasia cervical, ja que tal i com hem anotat anteriorment les

infeccions sén majoritariament passatgeres.

Tot i I'éxit de la citologia en el cribatge del CCU com que té una baixa sensibilitat,
actualment s’accepta la combinacié de citologia i deteccié de VPH, 'anomenat co-test,
en el cribatge, ja que augmenta la sensibilitat per a deteccié de CIN-3+, tot i perdre
especificitat quan una de les 2 proves surt positiva. A favor d’aquestes dades, aquest

any 2018 s’ha publicat un treball per part del grup d’Ogilvie, que es basava en un
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estudi prospectiu sobre 19909 pacients dins del cribratge del sistema de salut public
canadenc, amb I'objectiu de comparar la sensibilitat per a diagnosticar CIN-3+ del test
de deteccié del HR-HPV contra la citologia liquida durant un total de 48 mesos de
seguiment. El grup conclou que I'is del test de deteccié del HR-HPV millora la
sensibilitat per a detecci6 de CIN-3+, donat que té menys valors falsament

negatius(102)

El problema derivat de 'augment de la sensibilitat és que obliga a la realitzacié d’'un
major nombre d’exploracions colposcopiques i inclos bidpsies per a assolir un
diagnostic de certesa. Aixi, per a reduir el nombre de colposcopies innecessaries, els
falsos positius i els falsos negatius, en les dones majors de 30 anys s’accepta la
realitzacié de la detecci6 de VPH com a prova de cribatge en lloc de la citologia
classica. En el cas de positivitat de la prova, caldria afegir una citologia cervicovaginal
classica o liquida. En el cas que la deteccié de VPH resultés negativa, la probabilitat
de que la dona tingués una lesio CIN és minima i el seglient control podria realitzar-se

en 5 anys(1,6).

Els programes de cribratge poblacional per a CCU varien d’'un pais i inclos d’una regi6
a una altra, pero tots tenen uns fonaments biologics comuns al darrera i venen avalats

per les diferents guies locals i/o regionals.

El moment de finalitzacié o abandonament del programa, vindra determinat pel fet
d’haver patit o no episodi de displasia i/o presentar un cribatge inadequat de mes de 5
anys. Només es podra finalitzar un cop s’arribi a I'edat final de cribatge amb 3

citologies consecutives normals.

A Catalunya existeix un cribatge oportunista, amb una poblacié diana dels 25 anys fins
als 65 anys (Figura 5 i 6). Segons les ultimes dades de la Generalitat, només un 40%
de la poblacié esta seguint el cribatge del sistema sanitari public (103). Es recomana
iniciar el cribatge a partir dels 25 anys, i un cop es tenen 2 citologies seguides anuals
negatives es pot comencar amb intervals de 3 anys. En dones majors de 40 anys i un
cribatge inadequat (ultima citologia més de 5 anys) es recomana realitzacié simultania

de citologia i deteccié de VPH.

Cal afegir que existeixen recomanacions especials per a determinats grups de
pacients. Les pacients amb antecedents de patologia d’alt grau es recomana un
cribatge perllongat d’entre 10-20 anys després de la resolucié de la patologia. En el
cas de dones immunodeprimides, com les pacients infectades per VIH, s’aconsella

realitzar cribatge a partir dels 21 anys i co-test a partir dels 30 anys. Les
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recomanacions tenen en compte tant la carrega viral com la presa o no de tractament
retroviral. D’aquesta manera, en aquelles pacients amb uns linfocits CD4 >200 o amb
tractament retroviral, es podra fer cribatge cada 3 anys; en cas de CD4 <200 o sense

tractament caldra realitzar un cribratge anual(1).

< 25 afios 25-30 afos 30-65 afos > 65 anos

¥ ‘

No cribado | Citologia Citologia R 1Tl ERY) Co-test Finalizar cribado
cada 3 afios cada 3 ahos* cada 5 afios [ELERE LA . 3 ditologias negativas

= 2 pruebas VPH
o co-test negativos
» No antecedentes de CIN
en 20 afos previos

Figura 5. Algoritme de cribatge de cancer de cervix. Oncoguias SEGO 2014(1).

Amb la introduccié de la vacuna contra el VPH en el calendari vacunal, quan arribin les
primeres cohorts de noies vacunades és de preveure un canvi en la historia natural de
la infeccid per VPH, i en consequéncia de la incidéncia de CCU, que probablement

fara replantejar aquests programes de cribratge.
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Poblacién diana y estrategia de cribado

Edad

Antes

Mujeres que han iniciado su actividad sexual y con edad comprendida
entre los 25 y 65 afios de edad

El cribado, independientemente de la prueba utilizada,
deberia garantizar una propuesta de base poblacional con mecanis-
mos de evaluacién de cobertura

Prueba de aibado

Niveles de

orlionchs Recomendacién
Moderado Fuerte a favor
Moderado Fuerte a favor

Obtencién de muestras de cribado

di los 25 s Minguna prueba de cribado Moderado Fuerte & favor
Ehite Citologia cervical cada 3 anos Alto Fuerte & favor
25y 30 afios
Prueba WPH cada 5 afos. (opcidn preferente)
Entre Prueba VPH vy citclogla (co-test) cada 5 afos. gtg Fg:;f:{f:ﬁr
30y 65 anos | (opddn aceptable) Mod e!ra e Débil a favor
Citologla cada 3 afios. (opcitn aceptable)
B iR Finalizar cripada
pﬁﬁ iaﬁos Cripado previo adecuado y negativo Moderado Fuerte a favor
(10 afos) y no CIN o CCU (20 afios)
Histerectomia
iNo CINni | Ninguna prueba de cripado Alto Fuerte a favor
CCU previos)
Antecedentes
de lesidn =z a | Cribado al menos 20 afios Muoderado Fuerte a favor
HSILACINZ
Inmuncdepri- | Citologia a partir de los 21 afos Bajo Fuerte a favor
midas Co-test a partir de los 30 afos Bajo Fuerte a favor

({Protocolo especifica)

Citologia en medio liquido Preferente
Citologla, extensién en portacbjetos Aceptable
Prugbas moleculares, otros medios Aceptable
Actuadién ante una prueba de cribado anormal

Prugba VPH | Citologla “réflex” si medio liguide Aceptable
Citologfa Prueba VPH o Colposcopia Aceptable

Taula 16. Algoritme de cribatge de cancer de cérvix amb evidencia cientifica.
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1.8. MANEIG DE LES DISPLASIES CERVICALS

L’éxit de la implementacio dels programes de cribratge per a la deteccio i prevencio del
CCU, és la deteccié de lesions precursores que poden ser tractades en funcio del seu
risc de progressio. D’aquesta manera tal i com veurem seguidament, el maneig podra
variar des d'un seguiment amb citologia i colposcopia periddiques, a cirurgies

excisionals i fins i tot histerectomia.

1.8.1.  ATIPIA DE CEL-LULES ESCAMOSES DE SIGNIFICAT
INCERT

L’atipia de cél-lules escamoses de significat incert (ASC-US) és [lalteracié més
freqlent. Suposa aproximadament un 2-5% dels diagnostics citoldgics. Els 33-51%
dels ASCUS son causats per infecci6 de HR-HPV. D’aquestes, trobarem una lesio

CIN-2+ en 5-12% de les pacients, i 0.1-0.2% seran cancers de cervix(6).

Donats a quests percentatges de lesié CIN2+ i davant el resultat d’'una citologia amb

un ASC-US tenim 3 opcions de maneig (Figura 6):

- Prova de deteccié de VPH (recomanat i més usada)
- Colposcopia

- Citologia anual durant 2 anys

Un dels estudis que més han aportat al maneig de les citologies amb resultat ’ASC-
US i de L-SIL és l'estudi ALTS (ASC-US/LSIL triage study), un estudi multicéntric
randomitzat publicat 'any 2003, on es van estudiar com s’havien comportat 3488
pacients amb lesié de baix grau. El seu l'objectiu era establir quin seria el millor
maneig d’aquest tipus de lesions. Es va observar que per '’ASC-US la millor estratégia
era realitzar una prova de deteccié de VPH (reduint el nombre de colposcopies), en
canvi el cas de lesions L-SIL la millor estratéegia era la realitzacié directa de

colposcopia, ja que fins el 80% de les pacients eren positives per a VPH (104).
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Citologia ASC-US

Citologia anual Prueba VPH reflex Colposcopia
m l[qanE]zl o (preferente) inmediata
Ambas || asc.us ‘ ASC-US | | Negativa Positiva
negativas _'_
Colposcopia
(= Biopsia)
. | |
Colposcopia  Prueba ZT valorable: A ZT valorable:
(+ Biopsia) VPH no lesion no valorable | |confirma lesion
|
Estudio
endocervical
‘Negatim L Positivo ‘
| |
Cribado Protocolo Co-test Co-test Protocolo
rutinario  especifico (3 afios) (1 afio) especifico

Figura 6. Algoritme actuacio davant ASC-US (1).

En noies menors de 25 anys no caldria realitzar determinacié de VPH donat a I'alta
probabilitat de remissio de la lesié citologica (95%), i a I'alta prevalenga de infeccid per
VPH que també amb molta probabilitat sera resolta. Es recomana citologia anual

durant 2 anys, i en cas d’evolucié a L-SIL o H-SIL caldria una colposcopia.

En pacients postmenopausiques estaria recomanat administrat estrogens locals 4-6

setmanes i repetir la citologia, o bé sol-licitar una deteccié de VPH.

Les dones majors de 65 anys amb citologia de ASC-US i deteccié de VPH negativa,
caldria realitzar un seguiment amb co-test (citologia i HPV) a 'any, abans de treure-les
del cribratge definitivament, i fer colposcopia en cas de que alguna prova sortis

positiva.
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1.8.2. ATIPIADE CEL-LUI,ES ESCAMOSES QUE NO POT
DESCARTAR LESIO D’ALT GRAU

L’atipia de cél-lules escamoses que no pot descartar lesié d’alt grau (ASC-H) apareix
aproximadament en un 0,27-0,6% de les citologies de cribratge. Es podria classificar
com un entremig entre ASC-US o LSIL i el HSIL, ja que té més risc que ASC-US i LSIL
d’amagar un CIN-3+, perd menys risc que un HSIL(6).

La probabilitat que la lesié subjacent sigui un CIN-2+ és entre 28-68%, i la prevalenca
d’infeccid per VPH és molt elevada, radé per la qual es recomana realitzar una

colposcopia directament i no actuar en funcié o no de la preséncia de HPV. (Figura 7).

Citologia: ASC-H

Colposcopia

Mo Confirma Confirma
= HSIL/CINZ-3 = H5IL/CINZ-3

Citologia (s meses)
|
Negativa
I
Positiva ——————  Co-test (12 meses)
|
Negativa
I
Colposcopia Cribado rutinario Protocolo especifico

Figura 7. Algoritme actuacio davant ASC-H (1).

61



1.8.3.  LESIO INTRAEPITELIAL ESCAMOSA DE BAIX GRAU

Les lesions de baix grau (LSIL) constitueixen aproximadament un 2-3% de tots els
diagnostics citoldgics provinents de cribratges. La majoria correspon a una infeccié per
HR-HPV (70%) . Per aix0 mateix, no es recomana una deteccié del virus del
papil-loma, per la seva alta prevalenga, i si s’aconsella una colposcopia amb bidpsia
dirigida, donat que la importancia clinica del diagnostic de LSIL és que en un petit
percentatge, entre 12-16%, hi existira una lesiéo CIN-2+. Si es donés que s’ha realitzat
un co-test (és a dir citologia i determinacié de HR-HPV), i fos negatiu, fariem un control

en 1 any amb un nou Co-test (Figura 8).

Aquestes recomanacions es modifiquen en situacions especials. D’aquesta manera,
les pacients gestants seguiran controls com en els ASC-US fins al puerperi. En les
pacients postmenopausiques si que estaria justificat la determinaciéo de VPH, donat
que és poc prevalent. A mes aquestes pacients poden enviar-se a realitzar-se una
colposcopia o bé també un seguiment en 6-12 mesos donat que una porcié d’aquests

L-SIL estan causats per atrofia i hipoestrogenisme (105).
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Citologia: LSIL =SS En caso con Co-test

Colposcopia * VPH positivo VPH negativo
| |
FA T valorable: ZT valorable: i
‘ no valorable ‘ ‘ no lesion || confirma lesion il e }‘ LRt i wh)
Biopsia endocervix  Vaginoscopia Biopsia dirigida Negativo
Negativa : Positiva -—: Pasitivo |— Co-test (3 afios)
Megativo
Citologia + Colposcopia Protocolo
{f meses) gpgsiﬁm Cribado rutinario

Figura 8. Algoritme actuacio davant L-SIL (1).

1.8.4. LESIO INTRAEPITELIAL D’ALT GRAU (H-SIL)

Les lesions intraepitelials d’alt grau (H-SIL) representen un maxim d’un 1% de totes les
citologies de cribatge per a cancer cervical. El pic maxim d’incidencia esta compres
entre els 20 i 29 anys d’edat, i després va disminuint progressivament. La importancia
d’aquest resultat citologic roman en que el 60% correspondran a lesions CIN-2+, i que
el 2% de les citologies correspondran a carcinomes invasors (1). Un resultat citologic
d’H-SIL en dones majors de 30 anys comporta un risc de CCU del 8% en els seguents

5 anys al diagnostic(64).

A I'hora del maneig, la indicacio és realitzar sempre una colposcopia per a poder fer
biopsies dirigides, i tenir un diagnostic definitiu (Figura 9). En el cas de no poder
biopsiar, i/o no poder fer seguiment es pot realitzar una conitzacié directa amb finalitat

diagnostica i i en cas de confirmar CIN-2+, també terapéutica.
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Citologia: HSIL

Colposcopia

- Estudio endocervical

Negativo

Pasitivo

Figura 9. Algoritme actuacio davant H-SIL (1).

En cas de tractar-se de pacients menors de 25 anys, donat que el risc de carcinoma

invasor és molt baix i existeix una taxa de remissié espontania del 65%, es remet a la

pacient a colposcopia i pot no realitzar-se tractament directament sin6 fer

seguiment(1).
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1.9. COLPOSCOPIA | BIOPSIA DIRIGIDA

Davant determinades alteracions citoldgiques de SIL s’ha de descartar la preséncia
d’'una lesio histologica de CIN tal i com hem anat explicant a I'apartat anterior. La
colposcopia és la técnica diagnodstica exploradora d’eleccioé per a aquest comesa. Va
comencar a ser utilitzada per Hinselman el 1925 (106), i es basa en la observacio del
tracte genital inferior (cérvix, vagina i vulva) amb una lupa binocular d’augment de 5x a
10x. La principal qualitat de la realitzacié de la colposcopia és que detecta canvis
macroscopics que es poden correlacionar amb patologia a nivell microscopic,
permetent realitzar bidopsies de manera dirigida. A més a més de permetre localitzar
lesions, permet establir la seva extensio, fet de gran utilitat en aquells casos en els que

es fa seguiment.

De manera prévia a la realitzacié de la técnica s’ha de netejar i retirar els fluids i
secrecions cervicals que poden dificultar la visualitzacié directa del cérvix i en
particular de la zona de transformacié (ZT). En primer lloc es fa una exploracio directa
de la ZT per tal d’identificar alguna zona patologica o sospitosa. En el cas de no
aconseguir visualitzar total o parcialment la ZT es considerara una colposcopia no

adequada.

Un cop realitzada I'avaluacidé directa del cérvix i la ZT s’ha d’avaluar el tipus de
vascularitzacio i possibles alteracions. Posteriorment cal aplicar una solucié d‘acid
aceétic al 3-5% per a coagular proteines del citoplasma de les cél-lules epitelials. En el
cas de cél-lules escamoses normals, gairebé no es noten canvis en I'observacio. Pero
on hi ha hagut infeccié pel VPH les cel-lules expressen més proteines que es
coagulen, i dificultaran més el pas de la llum del colposcopi, resultant en un aspecte
blanc caracteristic “acetoblanc”. Quan es tracta d’'una lesié de baix grau, com
I'alteracié es troba a més profunditat al costat de la membrana basal epitelial, el canvi
triga uns segons més en apareixer. En canvi en les lesions d’alt grau, que s’estenen

fins més a prop de la superficie, I'aparicioé del blanc caracteristic és més precog.

S’associa la intensitat del color blanc de CIN caracteristic a la intensitat de la lesio.
Perd també s’han trobat zones acetoblanques caracteristiques en lesions benignes

com hiperqueratosi, ZT congénita i condilomes.
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Finalment, es realitza el Test de Schiller, que consisteix en I'aplicacié de solucioé lugol
(solucié rica en iode) sobre I'epiteli, i en observar quina captacio en fan les cél-lules. El
fonament de la técnica es basa en que les cél-lules normals tenen una alta proporcio
de granuls de glucogen, i les lesions CIN i el cancer invasor contenen molt poc. Aixi,
I'epiteli sa captara lugol i adquirira un color fosc, i les lesions tipus CIN i els
carcinomes, quedaran sense tenyir de color molt més clar (imatge 7). El teixit
metaplasic immadur, l'infamatori, I'acantosi (regeneracié), i la ZT congénita també

poden adquirir un color clar sense iode o només parcialment.

Imatge 8. Imatge d’una colposcopia amb ZT normal amb aplicacié d’acid acétic (dreta) i de lugol (esquerra).

Les troballes de la colposcopia segueixen la classificacié de la International Federation
for cervical pathology and colposcopy (IFCPC) que es va realitzar a Rio de Janeiro el
2011. La colposcopia informa del patré que segueix I'epiteli i classifica les imatges
anormals en lesions minimes (canvis menors o0 grau 1), canvis greus (canvis majors o

grau 2), i lesions molt greus suggestives de carcinoma (Taula 17).
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e Adequada/inadequada a causa de ...(per ex.:
coll uteri no clar per inflamacid, sagnat,

cicatriu)

e Visibilitat de la unié escamocolumnar:
completament visible, parcialment visible, no

visible.

Tipus de zona de transformacié 1,2,3

Epiteli escamds original:

e  Madur

e Atrofic
Epiteli columnar

e Ectopia

Epiteli escamés metaplasic

e Quists de Naboth

e  Obertures glandulars i/o criptes

glandulars
Deciduosi en I'embaras

Ubicacié de la lesié: dins o fora de la zona de
Transformacio, ubicacié de la lesid segons les

agulles del rellotge.

Tamany de la lesié Nombre de quadrants del coll
uteri que cubreix la lesié, tamany de la lesié en
percentatges del coll uteri.

Epiteli acetoblanc prim.
Bores irregular

Mosaic fi, Puntejat fi

Epiteli acetoblanc dens,
Aparicié rapida
d’epiteli acetoblanc.
Orificis glandulars
oberts amb bores
engrosados.

Mosaic gruixut,
Puntejat gruixut.
Bores delimitades,
Signe del limit de la
bora interna,

Signo de cresta o
sobreelevat.

Leucoplasia (queratosi, hiperqueratosi), Erosid
Solucid de Lugol (Test de Schiller): positiu/negatiu

Vasos atipics

Signes addicionals: Vasos prims, superficie
irregular, lesié exofitica, necrosi, ulceracié
(necrotica), tumoracié nodular.

Zona de transformacié
congenita,

Condiloma,
Polip(exo/endocervical)
Inflamacia.

Estenosi,

Anomalia congenita,
Anomalies post
tractament,
Endometriosi

Taula 17. Terminologia colposcopica del coll uteri de IFCPC 2011
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Per a un bon diagnodstic colposcopic es requereix conéixer bé caracteristiques del
cérvix i de la ZT: tonalitat, intensitat, forma i contorns de les zones acetoblanques, el

patré vascular i la tincié amb iode.

La colposcopia té una sensibilitat molt elevada per a detectar lesions CIN i CCU, pero
és molt menys especifica, donat que moltes imatges anormals no es corresponen amb
un diagnostic de patologia. Per aixd cal una bona formacié en patologia del tracte
inferior, i les diferents associacions de colposcopia creen guies cliniques que intenten

promoure uns estandards de qualitat.

El 1998 Mitchel i col van realitzar un meta-analisi que incloia 9 estudis sobre
colposcopia, amb l'objectiu de conéixer la fiabilitat de la colposcopia a I'hora de
diagnosticar lesions CIN. L’analisi de les seves dades va establir una sensibilitat per a

la colposcopia en trobar lesions CIN-2+ del 96% i una especificitat del 48% (15,107).

Les troballes colposcopiques de grau 2 (canvis majors) tenen un major valor predictiu
positiu (VPP) per al diagnostic de CIN-2+. Aquestes troballes son I'epiteli acetoblanc
dens (73,3%), mosaic groller (33,3%), puntejat groller (53,8%), i vasos atipics (62,5%)
(108).

Donades les seves limitacions en quant a especificitat i VPP, no s’aconsella I'is de la
colposcopia com a eina de cribratge. La seva utilitat recau en diagnosticar lesions
preinvasives i carcinomes en pacients que han passat un cribratge amb citologies
cervico-vaginals, i aquestes han resultat alterades. Aquesta afirmacié no és tant
aplicable en paisos en desenvolupament. L’estudi de Shastri i col, realitzat a la India
'any 2014 amb la inclusié de 150000 pacients que no participaven de cap programa
de cribratge, va demostrar que la realitzacid6 d’'una colposcopia fent servir vinagre
podia resultar Util com a métode alternatiu de cribratge en zones amb pocs recursos.

Les seves dades mostraven una reducci6 del 30% dels CCU (109).
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1.10.MANEIG DE LES LESIONS BIOPSIADES

L’estudi anatomopatologic de les bidpsies dirigides mitjangant colposcopia, informara o
no de la preséncia d’'una lesio precursora tipus CIN. Aquestes lesions seran tractades
de manera més o menys intervencionista en funcié de la seva capacitat de progressio

a un carcinoma invasor.

Les lesions escamoses intraepitelials de baix grau (CIN-1) sén la infeccié més lleu del
VPH i regressen espontaniament la majoria de vegades (60-80%). La seva capacitat
de progressar a CIN-3 és de només un 5-10%(110-112), i per tant també una molt
baixa probabilitat de progressar a un CCU. Tot i aix0, les guies recomanen un
seguiment estricte d’aquest tipus de lesions per a minimitzar el risc d’evolucié a un
CIN-3. En aquells casos en que el diagnostic de CIN1 s’hagi establert a partir d’'una
citologia prévia de H-SIL amb una colposcopia no satisfactoria, o bé davant la
persisténcia de la lesié per més de 2 anys, s’indicara un tractament excisonal de la
lesi6 des del seu diagnostic, donat que no podem descartar una lesi6 més greu

subjacent (infradiagnostic).

Per altra banda, les lesions d’alt grau, en particular el CIN-3 i 'adenocarcinoma in situ,
son considerades com les veritables lesions pre-invasives i per tant les lesions que cal
identificar i tractar amb més celeritat. Una pacient amb CIN-3 no tractada té una
probabilitat d’evolucionar a un CCU del 30% en 30 anys i del 50% a més llarg termini.
En canvi les pacients tractades mitjangant la exéresis quirurgica d’aquestes lesions,

tenen un risc de CCU d’ un 0,7% al cap de 30 anys.

1.10.1. MANEIG DE LA DISPLASIA MODERADA (CIN-2)

La lesié CIN-2 té un significat biologic menys definit que les altres lesions. Es troba
entremig d’una lesié CIN-1 que majoritariament regressara i necessita un seguiment, i
d'una lesié CIN-3 que té una altra probabilitat d’evolucionar a CCU i necessita un
tractament definitiu exerétic. Actualment s’agrupa el CIN-2 amb el CIN-3, tot i tenir
unes taxes de regressié d’entre 40 i 60%, segons els resultats de la majoria d’estudis.

Dit d’altra manera, a I'hora d’establir el maneig terapéutic de les lesions CIN2 es
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menysprea aquest potencial de curacié espontania, i es corre el risc del

sobretractament de les lesions.

Basant-se en la capacitat de progressié dels CIN2, i no tenint en compte la seva alta
taxa de progressio, no s’ha considerat étic realitzar estudis clinics-epidemioldgics de
seguiment de pacients amb aquest tipus de lesio, fins no fa gaires anys. Aix0 ha fet
que no coneguem adequadament la historia natural d’aquestes lesions CIN-2 (113).

Els estudis més representatius realitzats amb aquest objectiu, es recullen a la taula 18.

Autor Any N Edat (anys) | Periode de Taxa de Taxa de
seguiment regressio progressio
Chan JK(114) 2003 38 19-55 2 anys 58%
Moore K(115) 2007 23 13-21 1,5 anys 65% 5%
Fuchs K(116) 2007 36 11-21 2 anys 50% 8%
Guedes AC(117) 2010 45 18-61 1any 44% 23%
Castle P (118) 2009 357 18-62 2 anys 40% 22%
Moscicki AB(119) 2010 95 13-24 2 anys 62% 12%
McAllum DE(120) 2011 157 <25 1any 62% 18%
Discacciati M(121) 2011 42 17-47 1any 74% 24%
Ho GY(122) 2011 63 18-40 1any 54% 5%
Wang SM(123) 2013 30 35-45 6 anys 56% 16%
Bleecker E (124) 2014 21 <30 2 anys 52% 24%
Lee MH (125) 2018 99 <25 2 74,7

Taula 18. Resum estudis amb maneig conservador del CIN-2

Un dels estudis més interessants el va publicar el grup de Moscicki i col. el 2010. El
seu objectiu era conéixer el comportament de les lesions CIN-2 en adolescents i noies
adultes joves menors de 25anys. Els seus resultats van mostrar un gran potencial de
regressié del CIN-2 en aquestes pacients de fins al 62% en 2 anys. El treball de Castle

i col del 2009 aprofitava dades de l'estudi ALTS (estudi per a establir maneig de
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lesions ASC-US i LSIL) per a entendre 'evolucioé de les lesions CIN-2. Van observar
que presentaven major incidéncia de lesions CIN-2 aquelles pacients que se’ls
realitzava colposcopia i biopsia en el moment del diagnostic de la citologia alterada, si
les comparem amb les que es feien seguiment amb citologia i colposcopia als 12
mesos. D’aqui es va extreure una regressié del CIN-2 del 40% amb una progressio a

CIN-3 del 22% i a CCU del 5% en més de 12 mesos des del moment del diagnostic.

En un treball 'any 2010, Discacciati i col., en un estudi prospectiu, van observar el
comportament de les lesions CIN-2 durant 1 any de control. Les seves dades
descrivien que les pacients biopsiades de CIN-2 que provenien de citologies de baix

grau tenen una taxa de regressi6 del 74%.

Totes aquestes dades justifiquen una revisio critica del maneig cinico-terapéutic de les
lesions de CIN 2. Segons els resultats d’aquests treballs es pot considerar un maneig
conservador o observacional durant un lapse de temps raonable, i aixi evitar tots els
problemes de comorbilitat posteriors que en poden derivar, en aquestes pacients que
en general sén joves i en edat fértil. En aquesta linia, cal destacar que algunes guies
de practica clinica ja s’han actualitzat i donen la opcié de maneig conservador del CIN-
2 en determinats casos: pacients de maxim 25-30 anys, amb lesié petita i visible (un

quadrant) i en gestants (1).

Actualment s’esta duent a terme a Nova Zelanda i Australia un estudi prospectiu
multicentric liderat per Sykes i col, sobre la regressioé del CIN-2 en pacients menors de
25 anys i factors de risc, amb l'objectiu d’obtenir recomanacions sobre el maneig

d’aquestes pacients (126).

1.10.2. OBSERVACIO SENSE TRACTAMENT

Es una opcié de tractament que requereix uns criteris estrictes de compliment, com
soén que es pugui realitzar un seguiment periddic, que la colposcopia sigui satisfactoria
amb ZT visible, lesio visible no extensa, abséncia d’afectacié endocervical, i que la
pacient entengui bé i accepti el risc. Si s’acompleixen aquestes condicions les dones
amb una lesié de CIN 2 poden ser controlades un maxim de 24 mesos, i seran
sotmeses a un tractament exeréetic en cas de persisténcia de la lesié CIN 2 al final del

seguiment o be d’evolucié a CIN-3 abans de la finalitzacioé d’aquest periode.
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Tal i com es pot observar a lalgoritme de la Figura 10, el protocol de la SEGO
recomana control cada 6 mesos amb citologia i colposcopia durant 2 anys i deteccié
del VPH als 12 mesos. En aquells casos en que la citologia, VPH i colposcopia finals
siguin normals es repetira citologia i VPH als 3 anys, i la pacient podra tornar al
cribratge normal en cas de mantenir-se sense alteracions. Davant qualsevol alteracio
durant el seguiment, s’ha de biopsiar la lesi6 de nou, i en cas de demostrar

persisténcia de CIN-2 als 24 mesos es recomana realitzar un tractament exerétic.

Davant el risc de perdre pacients durant el seguiment, i que acabin desenvolupant un
CCU, seria bo poder identificar aquestes lesions CIN-2 que tenen potencial de
regressid o bé les que tenen més risc d’evolucionar, de manera que es pogués
adequar el protocol en funcié del risc real una major seguretat del protocol que

necessita cada pacient.

1.10.3. TRACTAMENTS EXCISIONALS

Es basen en I'exéresi de tota la zona de la lesié, amb marges amples, per permetin
valorar fins on arriba la lesio i també si hi ha o0 no invasié de I'estroma. Els tractaments
excisionals sén procediments quirdrgics, que a més a més de la lesid, en la seva quasi
totalitat també extirpen tota la zona de transicié cervical, per tal de tenir bon marge
quirurgic i per assegurar-nos que no queda lesid no visible residual, realitzant el que es

coneix com a conitzacio.

La conitzacio cervical es pot realitzar be amb una nansa diatérmica, un tipus de bisturi
eléctric monopolar, i s'lanomena segons el seu acronim en anglés LEEP (large loop
electré-excision procedure) o LLETZ (large loop excision of transformation zone) .
Realitzar una conitzaci6 amb nansa és una técnica facil de fer, que es pot fer de
manera ambulatdria a consulta externa amb anestésia local o bé a un quirdfan
ambulatori o central. Idealment amb una sola passada de bisturi eléctric en forma de
nansa es pot extreure tota la zona de transformacié i aixi ser analitzada en bloc.
També es pot realitzar una conitzaci® amb laser, tot i que es necessita més
entrenament i és més cara, alguns autors defensen que és més precisa i permet
valorar millor els marges de resseccid. Finalment, la conitzacié es por realitzar amb
bisturi fred (cold knife conization). Es la técnica més antiga, que permet exéresis més
amplies amb més control de marges i millor profunditat. En ser més radical, és a dir en

treure més teixit, €s més agressiva, i pot donar lloc a més complicacions. Cada cop es
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fa menys servir, només en casos molt seleccionats en que la lesid6 pot ser més

endocervical o glandular, o amb colposcopia insatisfactoria.

1.10.4. TRACTAMENTS DESTRUCTIUS

Aquests procediments es basen en destruir el teixit de la ZT mitjangant laser de CO2 o
bé crioterapia. L'inconvenient és que la destruccié impossibilita 'obtencié d’'una peca
histologica per estudiar, amb lo que no es pot descartar la preséncia d’'una lesié major
o fins i tot amb infiltracid. Es per aquesta rad que els tractaments destructius s’indiquen
en el maneig de lesions de baix grau, en que hi hagi una correspondéncia citologica i
histologica, o bé en lesions de baix grau molt extenses i/o que s’estenen a fons de sac
vaginal. En aquests casos, la colposcopia ha de ser satisfactoria, i sobretot no hi ha

d’haver sospita de lesié endocervical (caldra tenir un legrat endocervical negatiu).

1.10.5. TRACTAMENT SENSE BIOPSIA: VEURE | TRACTAR.

Aquesta técnica és unicament valida quan no hi ha opcié de seguiment de la pacient.
Es realitza quan tenim una citologia de HSIL i uns canvis majors suggestius de lesié
d’alt grau, perd sense confirmacié histoldgica. Es realitza un tractament exerétic tipus

conitzacid amb nansa diatérmica.

1.10.6. HISTERECTOMIA

Realitzem una histerectomia o la exeresi de tot I'Uter quan no sigui possible un maneig
més conservador amb conitzacio. Un exemple seria una segona o tercera conitzacio

en la qual el coll s’ha escurgat tan que ja no és accessible per via vaginal.
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Biopsia HSIL/CIN2-3

Tratamiento
{Excepto situaciones especiales)

HSIL/CIN2-3 en situaciones especiales

Lesién pequefia (menos 1 cuadrante) @ HSIL/CIN2 en menores de 25-30 afios

Tratamiento Observacion Tratamiento
(Escisién tipo 1) (Maxime 2 afios) Inmediato

« Aceptacidn de la paciente

+ Posibilidad de seguimiento

« Colposcopia valorable y ZT visible

: Lesitn totalmente visible

+ Lesidn no extensa (<50% del cérvix)
+ No afectadidn endocervical

Observacion

+ Mo sospecha invasién
« Citologia y colposcopia

{3 meses)

+ Biopsia si sospecha cardnoma
+ Estudio 6 semanas postparto

(aceptable}

Figura 10. Algoritme actuacio CIN-2/3 SEGO (1).
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1.11. CONSEQUENCIES OBSTETRIQUES
TRACTAMENT EXCISIONAL

Es important considerar que del tractament de les lesions CIN tot i la conseqiiéncia
esperada de eliminar una lesié amb capacitat de progressido a un CCU, se’n deriven
una série de consequéncies i efectes adversos que s’han de tenir presents en el
moment de la seva indicacié. Aquesta morbilitat derivada, sol manifestar-se de manera
immediata o aguda durant i després de la cirurgia, generalment en forma de sagnat,
lesions a estructures veines, com la vagina, o bé infeccio. Perd les consequéncies a
llarg termini principalment en dones en edat féertil amb desitjos genésics, tampoc sén

del tot insignificants.

En general, I'edat mitja de les pacients que requereixen un tractament local per lesié

intraepitelial preinvasiva és similar a les dones que tenen el seu primer fill.

Classicament el tractament sobre el cérvix per lesions preinvasives ha anat associat a
un augment del risc de part preterme (abans de les 37 setmanes de gestacio), i aixi
com de ruptura prematura de membranes en prematurs, que donava com a resultat un

augment de la morbiditat i de la mortalitat perinatal (127-137).

Destacar entre els metaanalisis publicats al respecte, el realitzat per Kyrgiou i col I'any
2006 (127). Aquest metanalisis, reunia dades de 27 publicacions, i tenia com a objectiu
esbrinar les consequéncies del tractament del CIN en dones joves, sobre la seva
fertilitat i problemes en les gestacions seglients. Van concloure que la conitzacié a
bisturi fred augmentava el risc de part preterme, de baix pes al néixer, i de cesaria. La
LLETZ estava associada a un risc augmentat de part preterme, de baix pes al néixer, i
de ruptura prematura de membranes preterme. No van trobar associacio de la
conitzacié amb laser amb problemes obstétrics, ni tampoc de la destruccié de la lesio

amb laser. Tampoc van trobar clarament cap associacio a problemes de fertilitat.

Quan van analitzar la relacié entre I'escurgament del cérvix i el tamany de la pega
quirurgica en 3 estudis que contenien aquestes dades, van trobar un risc augmentat de
part preterme amb una pega quirdrgica major de 10mm i que augmentava conforme la

longitud de la pega quirurgica creixia (127).

Posteriorment, el 2008 Arbyn i col al va realitzar un altre meta-analisi, a partir de 20
estudis publicats, amb unes conclusions similars. Aquest grup va trobar que tots els

procediments quirirgics per a tractar les lesions CIN estaven associats amb un



augment de la morbiditat obstétrica, i que particularment la conitzacié amb bisturi
estava associada a complicacions obstetriques severes, a més que la conitzacié amb
laser associava un augment significatiu de la mortalitat perinatal i del baix pes al
néixer. La conitzacioé tipus LLETZ augmentava el risc obstétric perd en la majoria
d’estudis de manera no significativa, tot i que si que mostrava una tendéncia cap a
problemes obstéetrics. L’'ablacié6 amb laser quedava exclosa de causar problemes

obstétrics de manera unanime en tors els estudis.

Una de les explicacions possibles de |la patogénia de la conitzacié causant problemes
de part preterme i ruptura prematura de membranes seria I'extirpacio i destruccio de
teixit cervical que dodna suport mecanic a la gestacid, de manera que tractaments
locals com ablaci6 amb laser o crioterapia que minimitzen el dany als teixits no
afectarien al curs de la gestacié (136). Aixo explicaria que tractaments més agressius

com la conitzacio a bisturi tinguin problemes obstétrics severs més freqlients.

Altres expliquen altres mecanismes pel qual apareixen les complicacions obstétriques.
Postulen alteracioé en el tipus de col-lagen en el teixit regenerat i també un canvi en la
flora vaginal com un augment de la vaginosi bacteriana, que esta augmentada en

pacients amb lesions tipus CIN (128).

El 2016 es va publicar un altre meta-analisi altre cop per Kyrgiou i col, per a intentar
trobar si separant i estratificant les pacients amb lesions tipus CIN seguien tenint un
risc augmentat de problemes obstétrics com el part preterme, i intentar saber si les
lesions CIN actuaven com a factor de confusié a I'hora d’analitzar les dades dels
diferents estudis en els meta-analisis anteriors. Van concloure que qualsevol tipus de
tractament local de les lesions preinvasives augmentava el risc de patir parts pre-terme
i problemes posteriors, a excepcio de petites exéresis que no tenien gairebé efecte. Es
va observar un augment de part pre-terme sever, amenaga de part pe-terme, RPM
pre-terme, corioamnionitis, baix pes neonatal, i mort perinatal. A més, la taxa de
cerclatges estava molt augmentada en aquesta poblacié comparada amb el grup de
controls. També destacava I'efecte del tamany de la peca de conitzacié: com més gran
fos la pega més augmentat estava el risc, sobretot a partir de 10mm de profunditat que

es doblaria el risc, i per 15-17mm es triplica.

Tot i no tenir grans estudis amb dades al respecte, els resultats confirmaven que les
dones amb CIN tenien un risc de base elevat per a prematuritat major a la poblacio
general, i que el tractament de les lesions tipus CIN, sobretot els tractaments radicals,

augmentaven molt el risc (130).
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Per tal de minimitzar les conseqliéncies derivades de les conitzacions, en posteriors
gestacions, es proposa identificar aquestes dones com a de Risc per a Part Preterme,
des de linici de la Gestacié. D’aquesta manera podrien ser sotmeses a controls
intensius clinics i periddics de la longitud cervical per tal de detectar de manera precog¢

aquesta eventualitat i rebre el tractament adient. (131,132).

De totes maneres, la conclusid practica més important de tots els estudis anteriors,
seria que en dones joves amb desitjos genésics s’haurien d’exhaurir al maxim les
maniobres conservadores, adequar de manera més precisa les indicacions de
conitzacio per tal d’evitar fer sobretractaments en dones susceptibles de tenir risc de
prematuritat en gestacions posteriors, i que de fet sembla que independentment del
tipus de maneig clinic tenen un cert risc augmentat de part preterme pel sol fet de la

lesio preinvasiva cervical tipus CIN.
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1.12.COM SELECCIONAR PACIENTS CANDIDATES A
OBSERVACIO

Con s’ha comentat anteriorment, el diagnostic de la lesid preinvasiva i la seva
classificacid en categoria lleu, moderada o severa, és tot un repte. Els estudis
confirmen que diferents anatomo-patdlegs trobaran diferéncies en els diagnostics entre
CIN-1 i CIN-2, i entre alguns CIN-2 i CIN-3, i no sempre coincidiran en el diagnostic
(138,139).

En el seu estudi, Gage et al, van buscar el grau de correlacié en el diagnostic de CIN
en 15 laboratoris d’anatomia patologica diferents i es van estudiar 37846 bidpsies. El
repte era trobar els problemes diagnostics per al CIN-2, i intentar trobar si es tracta
realment d’'una entitat sola, o bé un grup heterogeni format per infeccions benignes de
VPH similars al CIN-1, i lesions pre-canceroses reals similars al CIN-3. La seva
conclusié principal va ser que la taxa de correlacié entre els patdlegs de tots els
diferents laboratoris era forca baixa, i hi havia una proporcié de CIN-2 molt variable.
Donat que el CIN-2 té un tractament definit excisional, es podia dir que seguir un

tractament o altre depenia del laboratori on s’enviés la mostra(139).

En el seu estudi, Mittal i col, van estudiar bidopsies de 9630 dones que havien donat
positiu en deteccido de VPH o d’acid acetic en observacié directa, amb 2 patdlegs
diferents a doble cec(138). Aquest grup buscava estudiar la correlacié de
concordanga entre els 2 patdlegs. La seva conclusié va ser que el diagnostic de CIN
era molt poc reproduible, inclds quan es tenia en compte el test per a deteccié de VPH
fos positiu (millorava lleument la correlacid). Van calcular per separat la reproduibilitat
pel CIN-2, veient que era la pitjor de totes, igual que Dalla Palma i col (140), i van
arribar a questionar-se si s’havia de considerar el CIN-2 realment un estadi

independent en 'escala de les lesions CIN i formar part del CIN-1 o del CIN-3.

El significat bioldgic i validacié del CIN-2 també ha estat questionat, ja que la seva
historia natural s’assembla més a la de un CIN-1 que a un CIN-3 (118). Hi ha estudis
com el de Guedes i col. que demostren un poder de regressié del CIN-2 gens
menyspreable. Aquest grup en un estudi prospectiu va trobar que en 1 any el 44% de
les pacients estudiades regressaven a la normalitat, i que el 22% regressaven a un
CIN-1(141).
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La reproductibilitat en el diagnodstic del CIN és baixa a excepcié pel CIN-3 que troba
una correlaci6 molt elevada. L’any 2015 el grup de Stoler va publicar un estudi
retrospectiu sobre la reproductibilitat de les lesions CIN a l'hora del diagnodstic
anatomo-patologic. Mitjangant 3 anatomo-patdlegs independents especialistes en
ginecologia van tornar a estudiar un total de 21297 biopsies cervicals. L’acord de
diagnostic en el CIN-1 i el CIN-2 nomeés arribava al 38%, i en el cas del CIN-3 fins al
68%(142).

El gran repte, el suposen els diagnostics de CIN 2, que tot i tenir un risc de progressio,
aquestes lesions tenen un potencial de curacié espontania que pot arribar al 60% tal i
com hem pogut anar veient en els anteriors estudis. ldentificar aquests casos de CIN2,
que es podrien beneficiar d’'un maneig inicial conservador, evitaria un gran niumero de

sobretractaments i en consequéncia de morbiditat derivada.

Es necessiten factors objectius que defineixin les lesions tipus CIN i que ens expliquin
quin comportament sera el que seguiran per a poder adaptar-nos millor al seu maneig i
tractament adient (142) per a no dependre de només del grau histologic, que és més

subjectiu.
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1.13.BIOMARCADORS

De fa anys diferents estudis han anat mostrant que determinades molécules, els
anomenats biomarcadors, ens poden ajudar a definir les lesions tipus CIN. Amb la
seva ajuda sumariem técniques objectives al diagndstic meés subjectiu de
I'anatomopatodleg sobre la citologia i bidpsia, i a la deteccié del VPH. La majoria estan
relacionades en regulacié del cicle cel-lular, i queden alterades per la infeccié del VPH

(143). Entre tots aquests biomarcadors en destaquen dos: la p16INK4a i la Ki-67.

1.13.1. P16INK4a

La proteina p16 és una proteina supressora de tumors present en totes les cél-lules. El
biomarcador més important i més utilitzat és el p16INK4a, una isoforma de la p16
sobre la que podem realitzar una tincié immunohistoquimica, de manera que podem

identificar les cél-lules que estan expressant aquesta proteina .

La p16 inhibeix proteines quinases dependents de ciclines que regulen el cicle cel-lular
mitjangant la fosforilaci6 de la proteina del retinoblastoma (pRb). En condicions
normals, aquest fenomen pot provocar que la cél-lula pari del seu cicle, i fins i tot a
induir 'apoptosi, si es produeixen errors genétics. D’aquesta manera aquests errors no
s’acumularan al genoma de la cél-lula i no comportaran una transformacié neoplasica
(144)(145)(Figura 11).
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Figura 11. Funcid de p16, pRb i E2F en cicle celelular normal(144).

Tal i com s'il-lustra a la figura 12, quan un HR-HPV infecta una ceél-lula de l'epiteli
cervical, s'integra en el genoma de la cél-lula, la proteina E2 provoca un augment de la
sintesi de la E6 i de la E7 virals, que a I'hora provocaran un augment de la p53 i la pRb
de la cél-lula hoste respectivament. El bloqueig de la E7 sobre la pRb provocara que la
proteina E2F quedi lliure i estigui constantment estimulant la sintesi de p16. Aquest
augment de sintesi de p16 el podem identificar mitjangant técniques
d'immunohistoquimica.
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Figura 12. Funcid de p16, pRb i E2F en transformacid oncogenica (144)(145)).

La tincid per a p16 ve comercialitzada com a CINTEC® Histology Kit (Roche
Diagnostics, Manheim, Germany) i la seva positivitat ve definida com coloracié de nucli
i citoplasma marronacia en les cél-lules de I'epiteli cervical. La tincio difusa i intensa de
I'epiteli sera considerat positiu; la coloracié de cél-lules aillades o petits grups de
cel-lules sera considerat negatiu (146—149). La imatge 8 és un exemple de tincié per a
p16, enfrontada a una tincié de biopsia cervical amb tincié d’hematoxilina-eosina.

Imatge 9. Esquerra epiteli cervical amb tincio hematoxilina-eosina. Dreta tincio per a p16INK4a.
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Diferents treballs han demostrat que la tincié p16INK4a ajuda en la identificacié de CIN
i en la seva classificacidé en aquells casos dubtosos (147,150,151). En cap cas perod
s’ha d'utilitzar anicament per a la seva definicié com a lleu, moderada o severa sense

tenir en compte la classificacié morfoldgica donada pel patoleg(152,153).

Altres autors han intentat determinar si aquesta activitat proliferativa augmentada de
les displasies que queda reflexada en una p16 augmentada segons la tincié p16INK4a
i en aquest cas, si en té algun significat a I’hora de predir el comportament d’aquesta
lesio. Destacar I'estudi de Da Costa i col (154), del 2014 en que van avaluar
retrospectivament 66 casos de CIN-1 i van trobar que aquelles lesions amb una p16
positiva estaven associades a progressio a CIN-2/3 (p=0,042). Van concloure que la
p16 era capac¢ d’identificar aquelles lesions lleus perd amb capacitat biologica de
créixer a una lesié més severa en els propers anys. També van trobar que les lesions
p16 negatives tenien una major tendéncia a la regressio i negativitzacio, tot coincidint
amb altres treballs publicats (155-159).

En el seu estudi Del Pino i col. van seguir durant 12 mesos a 138 pacients amb bidpsia
de CIN-1, observant-ne la seva evolucié(160). En els resultats mostraven que totes les
pacients que van progressar a CIN-2/3 tenien una positivitat difusa per a p16 de tota la
displasia, indicant una clara associacido de la positivitat intensa per a p16 amb la
progressio. També es va observar que el fet de tenir p16 positiva aillada/focal o
negativa estava associat a regressar o com a molt persistir com a CIN-1. Algunes
pacients amb p16 positiva van regressar, potser perqué a més de l'activacié de la pRb
calen altres situacions, una cadena d’esdeveniments com el cumul d’error genétics i
mutacions o d’inestabilitat cromosdmica, que sén necessaries per a la progressio en la
carcinogénesi (155,160,161) i acabar tenint un CIN-2+ (153).

1.13.2. PROTEINAKI-67

La proteina Ki-67 és una molécula localitzada al nucli cel-lular de les cél-lules que no
es troben quiescents o en fase GO, o el que és el mateix en les cél-lules en fase activa
de replicacié (fase G1, S, G2 i mitosi)(162). El fet que la seva expressio estigui lligada
a cél-lules en proliferacié va donar peu a fer-la servir per a localitzar aquestes cél-lules
en teixits neoplasics i elaborar indexs de proliferacié de determinats grups de cél-lules,
que en alguns casos son utils per a preveure el comportament del teixit i tenir el risc de

progressio i factor pronostics en cas de que es tracti de malaltia. Per a aconseguir aixo
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es van desenvolupar antigens que localitzaven la proteina Ki-67 dins la cél-lula i
podien quantificar-ho en un index de proliferacio cel-lular segons el grau i percentatge
de reactivitat per a I'antigen nuclear. L’antigen més utilitzat es el MIB-1. No existeix cap
altra proteina capag¢ de correlacionar al mateix nivell el grau de proliferacié de
determinada poblacié cel-lular. S’ha utilitzat per a diferenciar diferents tipus de teixit,
com en el cas del mieloma multiple de la gammapatia monoclonal de significat incert.
Perd la gran utilitat roman en l'elaboracié de l'index de proliferacié cel-lular en
determinades neoplasies com prostata i mama, i formulacié del risc de progressio i

d’agressivitat.

El rol de la proteina Ki-67 encara és desconegut, perd es creu que té una intima

relacié amb la progressio del cicle cel-lular perd no en la carcinogénesi (163).

En diferents estudis Kruse i col. van aconseguir demostrar la utilitat de la proteina Ki-
67 per a diferenciar les lesions CIN i classificar-les com a baix i alt risc, a més de lligar
la seva positivitat al risc de progressié del CIN-1. Es una altra eina per aconseguir una

millor reproductibilitat de les lesions CIN.

En estudis posteriors van demostrar una alta associacié de 'augment del Ki-67 i la
preséncia d’infeccié per HR-HPV(164), i la seva capacitat de progressio a lesions d’alt
grau (165). L'us de la deteccid de la Ki-67 milloraria el VPP de la classificacio
histopatologica(166) ja sigui en la versidé original més subjectiva d’observacio al
microscopi, 0 en la seva nova versié de model quantitatiu d’analisi electronica de la

imatge.

La tincié immunohistoquimica per al Ki-67 ve comercialitzada com a Confirm ® anti-Ki-
67 (30-9) Rabbit Monoclonal Primary Antibody (Ventana Roche Diagnostics, Tucson,
Arizona). A la imatge 9 podem observar 3 seccions de teixit cervical positives per a la

tincié immunohistoquimica per a Ki-67, amb diferent intensitat.

Imatge 10. Seccions de teixit cervical positiu per a immunohistoquimica per a Ki-67.
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1.13.3. P16INK4a + KI-67

La citologia sola no té una sensibilitat suficient i a més té una variabilitat
interobservador no despreciable. Quan se li afegeix el test de deteccié de 'HPV
s’aconsegueix una sensibilitat del 95-97% perd amb una especificitat encara millorable
(93). A més, aquests tests seleccionen moltissimes pacients susceptibles de tenir una
lesi6 CIN que a I'hora de la veritat mai evolucionaran a una lesio d’alt grau. Aixo
genera una gran quantitat de visites de control i seguiment, amb el consequent
increment del dispendi econdmic, perd que a més a més no ajuda a localitzar les
lesions amagades d’alt grau dins el subgrup LSIL, donat que el test de detecci6 del

HPV no és util per la seva alta prevalenga al subgrup del voltant del 80%.

Donat que s’ha provat la utilitat de la p16 i la ki-67 per al cribratge del CCU, i de la
seva relacio amb la progressio de les lesions per separat, varis estudis van optar per la
combinacio dels marcadors. El seu objectiu era intentar aconseguir una major certesa

en el diagnostic de les lesions d’alt grau i evitar seguiments i tractaments innecessaris.

El kit CINTec Plus ® (Roche Diagnostics, Manheim, Germany) combina amdues
tincions en el que s’anomena la tincié dual, i fa anys que esta comercialitzat tan per a

citologia com per a mostres de bidpsia cervical.

L’any 2014 Ordi i col. Van realitzar un estudi per a comparar la utilitat del p16/ki-67 i la
del test de deteccié del VPH en 1123 dones referides a colposcopia, amb 'objectiu de
determinar la utilitat en 'avaluacié morfoldgica de la doble tincié del CINTec Plus ®.
Van obtenir resultats que doblaven I'especificitat i el VPP del test de deteccié del VPH,
sense gairebé alterar-ne la sensibilitat per a detectar lesions CIN d’alt grau, i destacant
que si s’afegia I'avaluacié morfoldgica classica d’anatomia patoldgica, I'especificitat del

CINTec Plus ® augmentava en 90%.

Una de les indicacions estaria en pacients joves menors de 30 anys on el Test de
deteccié del VPH no és util per l'alta prevalenga de la infeccio, o bé en lesions LSIL per

aquesta mateixa rao(167).

Wentzensen i col. van publicar un dels primers estudis on buscaven reduir el nombre
de colposcopies tot trobant millors taxes de deteccioé de CIN-2+ en pacients amb ASC-
US i LSIL amb VPH positiu. Van demostrar aplicant la tincié dual p16/Ki-67 que es

podia reduir a la meitat el nombre de colposcopies realitzades(168).
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Altres estudis avaluant el p16/ki-67 assenyalen la mateixa sensibilitat perd millor
especificitat comparant amb el test de deteccié de VPH per a detectar CIN-2+ (169—
171).

El 2013 el grup d’lkenberg van publicar a I'estudi PALMS (Primary ASC-US LSIL
Marker Study) resultats on milloraven la sensibilitat i especificitat de la citologia
classica gracies a la tincio dual de p16/Ki-67. L’especificitat augmentava fins un 95,2%,
i la sensibilitat es mantenia lleugerament per sobre del 90% de la citologia + HPV, en
dones de més de 30 anys; a més a més es reduia la taxa de falsos positius en un
50%. Cal destacar que totes aquestes dades estaven aplicades al cribratge
poblacional, no com estudis anteriors que s’aplicaven a mostres amb citologies
alterades préviament (168,169,171-174) o bé amb detecci6 de HPV positiu
(170,175,176). Davant aquests resultats, els autors recomanaven el seu Us en dones
joves on la técnica de deteccio del VPH no era util per ser molt prevalent, com en el
cas del LSIL(177).

Caldria mencionar I'associacié entre la infeccié per HR-HPV i la positivitat per a la
tincié dual p16/Ki-67, que fa augmentar molt el risc de trobar un CIN-2/3 en els

seguents 2 anys(178).
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1.14. CONSIDERACIONS

Com hem pogut comprovar en apartats anteriors un alt percentatge de la poblacié
femenina entrara en contacte amb el VPH, perd només un petit percentatge
desenvolupara lesié CIN. D’aquestes dones, la majoria eliminaran la lesid, i un altre
petit percentatge no podra i la mantindra. El fet de trobar lesions que molt
probablement desapareixeran no deixa de crear una falsa seguretat. Provoca controls
excessius que augmenten els costos i els recursos humans i tecnoldgics, per un bon
seguiment d’una lesidé que podria desaparéixer sola. D’aqui la importancia d’identificar
aquestes pacients i poder definir quin tipus de lesio tenen i saber amb exactitud quina

sera la historia natural de la lesio.

El fet que una infeccié per VPH persisteixi, sense poder ser eliminada per I'hoste,
depeén de varis factors ambientals i de propis de la pacient. Identificant aquests factors
de susceptibilitat ens permetra identificar quines pacients tenen una major probabilitat
de desenvolupar lesions pre-neoplasiques, que ens permetin centrar tots els esforgos
en elles per evitar I'evolucié a un cancer, i també triar el millor maneig i tractament per

a les altres lesions amb baix risc de progressar.

Com hem explicat anteriorment, les lesions CIN-2 queden en mig cami entre les CIN-1
i les CIN-3, i donat que fins a un 60% poden desapareixer podem afirmar que estem
menyspreant el poder de regressid del CIN-2. Per a identificar aquestes lesions que
regressar gran s’han proposat biomarcadors que ens definiran la naturalesa de la lesié
CIN-2 a estudi, i ens orientaran sobre la probabilitat a evolucionar a un CIN-3 o de
regressar. Cal en emfatitzar que la clau per a millorar el maneig de les lesions amb
possibilitat de regressar esta en seleccionar bé les lesions segons les seves

caracteristiques biologiques.
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2. HIPOTESI
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La historia natural del cancer de cérvix s’explica a partir de la lesié precursora, la
neoplassia cervical intraepitelial (CIN), que apareix a partir d’'una infeccio persistent del
virus del papil-loma (VPH). Per acci6 de diferents cofactors ambientals i intrinsecs de
la pacient, la lesié CIN és modulada i pot regressar a la curacié o bé evolucionar amb
els anys a un cancer de cérvix. Aquests factors encara no estan ben definits per a

poder predir quin comportament fara aquesta lesié.

La lesio estudiada, el CIN-2, es troba entre el CIN-1 i el CIN-3, i té unes taxes de

curacié espontania d’entre el 40-60% i de progressié a un CIN-3 de 10-20%.

Actualment el tractament del CIN-2 és la conitzacid, tot i que les ultimes propostes en
les guies cliniques prefereixen un maneig més conservador inicialment, sobretot en
pacients joves, de manera que es pugui evitar un sobretractament de les lesions i aixi

es pugui evitar possibles repercussions obstétriques de la cirurgia.

Per tal de poder identificar marcadors que ens puguin predir I'evolucié de les lesions
CIN-2, proposem estudiar la p16 i el Ki-67, uns biomarcadors que es troben
augmentats en la seva expressiéo amb la infeccié per VPH que ha causat lesions tipus

CIN al cérvix uteri.

La hipotesis del nostre treball és que I'estudi de I'expressié de p16 i Ki67 pot predir
'evolucio clinica de la lesid CIN2. D’aquesta manera es podrien identificar aquelles
lesions amb una major probabilitat de remetre i per tant no tributaries de tractar, o bé
amb major probabilitat de progressar a un CIN-3 i tributaries de rebre tractament ja en

el moment del seu diagnostic.
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3.0BJECTIUS
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3.1 OBJECTIU PRINCIPAL

- Avaluar el valor predictiu de I'expressié de p16 en l'evolucié de les

lesions CIN-2.

- Avaluar el valor predictiu de I'expressio de Ki-67 en l'evolucié de les
lesions CIN-2.

3.2 OBJECTIUS SECUNDARIS

Definir les caracteristiques epidemiologiques de les pacients amb CIN-2

durant el periode estudiat en la nostra poblacid.

- Relacionar els factors de risc epidemiologic de la poblacié a estudi amb

I'evolucid de les lesions CIN-2

- Calcular les taxes de curacio, regressio, persisténcia i progressié de les

lesions CIN-2 a la nostra poblacio.

- Estudiar la distribucio del genotip de VPH i la seva relacié amb I'evolucio
de la lesi6é CIN-2

- Relacionar el tipus de citologia prévia al diagnostic de CIN-2 amb
I'evolucio de la lesid.

- Avaluar la relacié del patré colposcopic en el moment diagnostic del CIN-

2 amb I'evolucié posterior de la lesio.
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4. MATERIALS | METODES

92



4.1. POBLACIO A ESTUDI

Es va dissenyar un estudi prospectiu observacional on s’incloien pacients
diagnosticades de CIN-2 dins la poblacié de referencia del Parc de Salut Mar i
que complien els criteris d’inclusié. El nostre treball compartia la cohort de
pacients reclutades amb un altre estudi, un altre projecte de tesi doctoral també
sobre la regressio del CIN-2, perd centrat en el paper que hi juga la immunitat
amb les cel-lules Natural Killer (NK) com a protagonistes. Aixi és el cas, que els
materials i métodes i el protocol de seguiment ‘és compartit entre els dos

treballs.
Com a criteris d’inclusio es va definir:

- dones diagnosticades de CIN-2 mitjangant biopsia exocervical dirigida
per colposcopia.

- Majoria d’edat

- Colposcopia satisfactoria amb zona de transformacié i lesio visible que
no afectés endocérvix

- Acceptacio per part de les participants de conducta expectant amb
seguiment estricte cada 4 mesos durant 2 anys, signant consentiment
informat aprovat pel Comité d’Etica d’Investigacié Clinica del Parc de
Salut Mar (Annexe).

| com a criteris d’exclusio:

- No poder atendre al seguiment proposat.

- Preferir tractament exerétic

- Colposcopia no satisfactoria

- Tractaments cervicals previs per patologia de VPH
- Citologia previa de ACG

- Biopsia de CIN-2 endocervical

- Immunodepressio

El calcul del tamany de la mostra a estudi per a una regressio del CIN-2 del
40% va ser de 79 pacients, pero es va decidir reclutar 100 pacients considerant
les possibles perdues. Es van recollir les dades epidemioldgiques i anatomo-
patologiques de totes les pacients incloses.
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Es va realitzar un estudi de seguretat després del primer any de seguiment per
a valorar si calia suspendre I'estudi si es detectava una taxa de progressio

major al 30% (10% major al 20% descrit a la majoria d’estudis)(179).
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4.2. RECLUTAMENT | SEGUIMENT DE LES
PACIENTS

Totes les pacients diagnosticades de CIN-2 en l'area d’influéncia del Parc de
Salut Mar van ser derivades a la consulta de Tracte Genital Inferior de I’'Hospital
del Mar, on especialistes en Patologia Cervical del Servei de Ginecologia i
Obstetricia de I'Hospital del Mar van realitzar el seguiment des de desembre
2011 fins a octubre de 2013.

En la primera visita es va informar del resultat de la bidpsia cervical, del seu
significat i pronodstic. A més a més, es va informar de les opcions de maneig
terapéutic, en el context d’aquest estudi clinic, explicant el tractament
protocol-lari | d’aleshores amb conitzaci6 o bé donant opcié també de la
possibilitat de seguir una conducta expectant durant 2 anys amb visites
estrictes cada 4 mesos, sempre explicant els avantatges i inconvenients de les
dues opcions. S’adjuntava el full informatiu i el consentiment informat que
signaven en cas d’acceptar entrar a formar part de I'estudi (Annexe). L'estudi
de marcadors bioldgics p16 i Ki-67 en el que es basa aquesta tesi finalitzava al
primer any de seguiment, amb l'estudi preliminar de I'evolucié de les lesions fet
per a comprovar que no hi havia una taxa de progressié elevada. Posteriorment
les pacients seguien dins I'estudi sobre paper de les cél-lules NK en I‘evolucio

del CIN-2, amb la que també s’ha realitzat un treball de tesi doctoral.

Després es procedia a anamnesi dirigida, exploracié fisica i ginecologica
especialitzada amb una citologia si havien passat un minim de 4 mesos de
I'anterior i una colposcopia detallada. A més a més es prenia una mostra de
sang per a determinacio de serologies (VIH, citomegalovirus, lues, herpes tipus

2) i analisi de cél-lules NK.

A partir d’aqui es citaven a les pacients cada 4 mesos fins a completar 2 anys
de seguiment. A cada visita es realitzava una citologia i una colposcopia.
Només es realitzava una nova bidpsia cervical si es sospitava empitjorament

del diagndstic, i en el control del 1er any de seguiment.

Tota pacient que volgués deixar I'estudi, que es diagnostiqués de CIN-3 en el

seguiment, o que finalitzat el periode de 2 anys de control persistis amb la lesid
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de CIN-2 era tractada amb una conitzacio. En cas de negativitzar-se la lesio era
donada d’alta al seu ASSIR.
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4.3. VARIABLES

Totes les dades de les diferents variables estudiades es recollien en el full de

recollida de dades especific per a cada pacient, i es podrien classificar:

- Socio-demografiques i antecedents ginecologics i obstétrics

- Cliniques: ginecologiques i obstétriques, i mediques en general

- Biologiques: citologies i biopsies prévies, i genotip del VPH, resultat
tincié immunohistoquimica p16/ki67

- Terapéutiques: resultats de colposcopies, biopsies i peces de conitzacio

i temps de seguiment.

Alhora les dades recollides s’anaven recopilant i classificant en una base de

dades dissenyada per a I'estudi.

A més daquestes variables del nostre treball, també <s’incloien dades

immunologiques per a I'estudi del valor predictiu de les cél-lules NK.
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4.4. DEFINICIONS

Durant el seguiment les lesions podien canviar i evolucionar tan a una millora

en el diagnostic com a un empitjorament.

e Regressid completa: desaparicié de la lesi6 completament, amb 2
controls seguits normals.

e Regressio parcial: pas enrere de la lesio a un CIN-1 en la biopsia final.

e Persisténcia: continua amb la mateixa lesié CIN-2 amb la que va entrar a
Iestudi.

e Progressio: en qualsevol moment de I'estudi una bidpsia informa de una

evolucio a CIN-3.

Totes aquelles pacients que no es van incloure a I'estudi o que no van voler
seguir estant dins de l'estudi i no van seguir el protocol establert, es van

considerar perdues donat que es tractava d’'un estudi observacional.

El genotip del VPH d’alt risc analitzat mitjangcant COBAS es va classificar com:

e VPH-16: deteccié6 de VPH-16 independentment de la preséncia o no
d’algun altre virus d’alt risc.

e VPH-18: deteccié6 de VPH-18 independentment de la preséncia o no
d’algun altre virus d’alt risc.

e VPH-no16n018: deteccié de VPH diferent a VPH-16 i a VPH-18,
excloent una coinfeccié aquests.

e VPH negatiu: no hi havia deteccio de VPH d’alt risc.

Les citologies prévies al diagnostic de CIN-2 es van classificar en:

- NPCM: negatiu per a cél-lules malignes
- ASC-US VPH positiu

- ASC-US VPH negatiu

- LSIL

- ASC-H
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- HSIL

- Cancer invasor

Posteriorment per necessitat analitica els resultats de les citologies es van

classificar en 2 categories:

- No HSIL: incloent NPCM, ASC-US, LSIL, ASC-H

- HSIL: incloent només els casos HSIL

L’edat es va classificar com una variable continua, que després es va agrupar
en rangs d’edat. L’edat de la primera relacié sexual es va recollir també com a
continua, i després es va analitzar amb tall als 18 anys. El nombre de parelles

sexuals també es va analitzar com a continua.

L’habit tabaquic es va descriure de manera dicotdmica: fumadores vs. no

fumadores, i si havien estat fumant durant I'estudi.

En el métode anticonceptiu es van fer servir 3 categories com a variable

qualitativa nominal:

- Preservatiu
- Anticoncepcio hormonal, en qualsevol de les seves presentacions

- Dispositiu intrauteri (DIU) o res

La paritat es definia com el nombre de parts que havia tingut la pacient, com
una variable quantitativa. També es va recollir si estava embarassada

durant I'estudi.
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4.5. RECOLLIDA CITOLOGIA | DETECCIO DEL VPH

Les mostres de citologies es prenien amb el raspall Cervex-brush
(Dispositius Médics Rovers, Oss, Paisos Baixos) per a citologia en medi
liquid utilitzant vials de ThinPrep que contenen 30ml de PreservCyt
(Hologic, Marlborouh, MA, USA) que ens permet realitzar I'analisi patologic

de la citologia i el test de deteccié de VPH en la mateixa mostra(12).

Les citologies es van classificar segons el Sistema Bethesda(10). Per a la
deteccio del VPH vam fer servir el “Cobas 4800 HPV test) (Roche Molecular
Diagnostics, Pleasanton, CA, USA). Amb aquest test es podia determinar la
preséncia de 14 genotips diferents de HR-HPV, identificant per separat si es
tractava de VPH-16 o de VPH-18, o bé un altre HR-HPV que no es tractava
de VPH-16 o VPH-18.

Les mostres histologiques obtingudes en les bidpsies cervicals de les
colposcopies es mantenien en vials que contenien solucié de formalina al
10% un maxim de 16-24h, per a ésser processades posteriorment en
parafina i tenyides amb hematoxilina i eosina segons el métode usual per a

poder ser analitzades i classificades per anatomia patologica.
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4.6. PROCESSAT DE MOSTRES

El diagnostic histologic de CIN es va establir segons els criteris de la OMS i

basat en criteris morfologics utilitzant tincié d’hematoxilina i eosina.

Les mostres van ser examinades per 2 patolegs especialitzats en patologia
del tracte genital . El diagnostic de CIN 2 es va establir quan 'afectacio del

gruix epitelial abarcava els dos tergos inferiors(11).

Un cop establert el diagnostic de CIN-2 i la pacient era reclutada a 'estudi,

es procedia a la tincié immunohistoquimica, per a p16 i per a Ki-67.

Les mostres fixades en formalina al 10% eren conservades en parafina i
aleshores s’aplicava el Cintec® Histology Kit (Ventana Roche Diagnostics,
Tucson, Arizona) per a la tincié de la p16, segons el manual del fabricant.
Per a la ki-67 es va fer servir el I'anticés diluit del clon 30-9, segons les
indicacions del fabricant (Ventana Roche Diagnostics, Tucson, Arizona). Les
mostres van ser processades automaticament amb el Benchmark XT

(Ventana Roche Diagnostics).

En el cas de la p16, per a considerar una biopsia com a tenyida havia de
presentar tincid de nucli o citoplasma. Vam considerar positiu per a tincio
de p16 quan trobavem una tincié difusa, continua, o en bloc de com a minim
un ter¢ de I'epiteli, segons ja s’ha descrit en altres estudis(11). Les tincions
amb cél-lules aillades, débil, grups cel-lulars aillats o que no fossin en bloc
es van considerar negatius per a expressio de p16.

Per a la tincié del Ki-67 es va avaluar la tincié dels nuclis cel-lulars de les
cel-lules epitelials del cérvix. Es considerava negatiu quan les cel-lules
positives es limitaven a la capa més interna suprabasal o bé quan no es
detectava cap mena de immunopositivitat. D’altra banda, es considerava
Ki-67 positiu quan s’observava cel-lules positives per a la immunotincié en
tot 'espessor del terg intern de I'epiteli, en els 2 tercos intens, o bé en tot el

gruix de I'epiteli.
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4.7. ANALISI ESTADISTIC

En primer lloc es va realitzar un analisi descriptiu de les caracteristiques cliniques i
patologiques de les pacients, amb mitjanes i desviacions estandard per a variables

quantitatives, i frequéncies i percentatges per a qualitatives.

Per a comprovar la normalitat de variables quantitatives continues es va fer servir el
test de Kolmogorov-Smirnov. Les variables continues que no seguien la normalitat van
ser analitzades mitjangant un test no paramétric U de Mann-Whitney, d’altra cas es va
utilitzar el test t-student. Les variables categoriques es van avaluar fent servir el test de

txi quadrada o test exacte de Fisher, segons apropiat.

Es va assumir un nivell de significaci6 estadistica amb un valor de p inferior a 0,05. Es
va calcular el Risc Relatiu (RR) i la Odds Ratio i els seus intervals de confianga,

segons les variables i construint taules de contingéncia quan era necessari.

Els analisis es van realitzar amb el programa informatic SPSS Versi6 21.0 (SPSS Inc,
Chicago, IL, USA) per a Windows.
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4.8. FASES DE L’ESTUDI
FASE 1 (Octubre 2011)

Presentacié del projecte a I'equip investigador i disseny de circuits

Aprovacié pel Comité d’Etica d’Investigacié Clinica
FASE 2 (Desembre 2011)

Sessio informativa als centres implicats i inici del reclutament
FASE 3 (Desembre 2011 - Octubre 2013)

Reclutament de les pacients
FASE 4 (Octubre 2015)

Finalitza el seguiment de pacients incloses en I'estudi.

Analisis preliminar el primer any de seguiment de les pacients.
FASE 5 (Setembre 2017 — Juliol 2018)

Redaccio6 de la tesis
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4.9. IMPLICACIONS ETIQUES.

Totes les pacients van ser informades sobre els objectius i procediments
de l'estudi per personal especialitzat i van signar el consentiment informat

abans de ser incloses en 'estudi.

L’estudi ha estat registrat en el Comité Etic d’Investigacié Clinica de I'lnstitut
Municipal d’Assisténcia Sanitaria de Barcelona (CEIC-IMAS) amb el numero
2011/4293/1 i registrat al ClinicalTrials.gov amb l'identificador NCT02522585

(Annexe)
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5.RESULTATS
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5.1. CARACTERISTIQUES DE LA POBLACIO A
ESTUDI

Tal i com descriu la figura 13, de les 158 pacients diagnosticades de HSIL/CIN-
2 pel Servei d’Anatomia Patoldgica de I'Hospital del Mar i que es van derivar a
la Unitat de patologia Cervical durant el temps de reclutament (desembre
2011-octubre de 2013), hi va haver 53 pacients que no vam complir els criteris
d’inclusié. De les restants 105, va haver 3 pacients que no van completar I'any
de seguiment i es van considerar com a perdudes, i en 6 casos no es va obtenir
suficient material en la bidpsia per a realitzar les tincions de p16 i Ki-67. Com a

resultat nomes es van incloure en I'estudi un total de 96 pacients.

158 pacients CIN-2

identificades en cribatge

( - - .
53 pacients que no va complir els criteris

32 preferien un tractament excisional

¢ 11 tenien una colposcopia no satisfactoria
¢ 7 van canviar de domicili

¢ 5 prenien tractament immunosupressor

A\ J

3 pacients no van seguir els 12 mesos de
seguiment i es van perdre

6 pacients es van excloire per no tenir
material suficient per a tincions en la biopsia

96 pacients incloses en

I'estudi estadistic final

Figura 13. Diagrama de flux del reclutament de les pacients.
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5.2. ANALISI DE LES VARIABLES
EPIDEMIOLOGIQUES

Les variables epidemiologiques de les 96 pacients incloses en I'estudi es recullen a la
taula 19. La mitja d’edat va ser de 30 anys (rang 18-56). El 52,1% de les pacients eren
fumadores en el moment del diagnostic. L’edat mitja d’inici de les relacions sexuals era
als 17 anys , (13 - 29 anys), i la mitja de parelles sexuals era de 9 en un interval molt
ampli que anava de 1 parella fins a 40 parelles en total. EI métode anticonceptiu
preferit era el preservatiu pel 42,7%, i el 41,7% de les dones feien servir un metode

hormonal. El 74% de les dones incloses eren nul-lipares .

Mitjana (rang)

Nul-lipara; n (%)

Té fills

Preservatiu

Tractament hormonal

DIU o res

Mitjana (rang) 17 (13-29)

Mitjana (rang) 9 (1-40)

Taula 19: Caracteristiques socio-demografiques de la mostra a estudi
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5.3. ANALISI DE LES CARACTERISTIQUES DE LES
LESIONS CIN-2 AL DIAGNOSTIC

53.1. CARACTERISTIQUES DE LA COLPOSCOPIA AL
DIAGNOSTIC

Tal i com s’ha explicat a I'apartat de material i métodes, totes les pacients que
s’incloien a I'estudi se les realitzava una colposcopia en el moment del reclutament per
a unificar criteris de diagnostic colposcopic entre els investigadors.

A la taula 20 i 21 es recullen les troballes de la colposcopia al moment diagnostic.
Com es pot observar, no totes les imatges colposcopiques suggerien lesio d’alt grau.
Tot i que s’ha de destacar que el 69,6% de les lesions tenien com a minim una
extensié de 2 quadrants o més del cervix, els canvis colposcopics majors tan sols es
van observar en el 46% del casos. De fet només el 37,4% de lesions acetoreactives
eren intenses; el 16,2% de les lesions amb patrd puntejat, grolleres o irregulars; i el

25,3% de les lesions tipus mosaic eren irregulars.

n: 70 (70,7%) n: 29 (29,3%)

n: 62 (62,2%) n: 37 (37,4%)

n: 58(58.5%) n: 25 (25.3%) n: 16 (16.2%)

n: 53 (53.5%) n: 21 (21.2%) n: 25 (25.3%)

Taula 20. Tipus de ZT i de patro colposcopic
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Dg Colposcopic

Tamany lesié

Canvis menors
Canvis majors
1 quadrant

2 quadrants

3 quadrants

4 quadrants

>= 2 quadrants

55

47

31

29

20

12

61

53,95%
46,10%
30,4%
38,2%
19,6%
11,8%

69,6 %

Taula 21. Diagnostic colposcopic i tamany de la lesio

5.3.2. CARACTERISTIQUES ANATOMO-PATOLOGIQUES DE

LES LESIONS CIN-2 AL DIAGNOSTIC

Es va analitzar les dades de la nostra mostra al moment del diagndstic sobre diferents

variables anatomo-patoldgiques: citologia prévia, deteccid i genotipat del VPH,

expressio de la p16, i expressié del Ki-67.

5.3.2.1. CITOLOGIA PREVIA

Les lesions CIN-2 de les pacients incloses a I'estudi, provenien d’una lesié d’alt grau

(H-SIL) en un 46,9% dels casos, pero fins a un 21,9%, provenien d’'una citologia de

baix grau (L-SIL), (Taula 22). Aquesta observacié va plantejar la necessitat d’esbrinar

si la citologia cervical que havia motivat el posterior diagnostic histologic de CINZ2,

podria fer preveure I'evolucié posterior de la lesi6.
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13(13,5)
21(21,9)

17(17,7)

45(46,9)

96(100)

Taula 22. Tipus de citologia del cribratge estratificada segons I’evolucid de la seva lesié subjacent

5.3.2.2. GENOTIPAT DEL VPH

Un dels objectius secundaris d’aquesta tesi era establir la incidéncia d’infeccié per
VPH en les lesions CIN-2, i determinar quins eren els genotips de VPH causals de les
lesions.

Com podem veure a la Taula 23, el 85,4% de lesions eren positives per a VPH. En
particular el 59,4% de les lesions amb VPH contenien infeccié per VPH-16 (Taula 24).
En les taules 23 i 24 hi ha la relaci6 de les infeccions per VPH-18 i VPH-no16n018

14 (14,6)

82 (85,4)

96 (100)

Taula 23. Prevalenga d’infeccid per VPH en lesions CIN-2

VPH-16
N(%)
57 (59,4)

39 (40,6)

96(100)

Taula 24. Prevalenga d’infeccié de VPH-16 en lesions CIN-2
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VPH-18
N(%)
negatiu 90 (93,8)
positiu 6 (6,2)
Total 96(100)

Taula 25. Prevalenga d’infeccid per VPH-18 en lesions CIN-2.

VPH-no16-no18

N(%)

negatiu 56 (58,3)
positiu 40 (41,7)
Total 96 (100)

Taula 26. Prevalenga d’infeccio per VPH-no16n018 en lesions CIN-2

5.3.2.3. EXPRESSIO DE LA p16

Un dels objectius principals d’aquest treball de tesi era I'analisi de I'expressié de la
proteina p16 en el moment del diagnostic de les lesions CIN-2, per tal de poder

relacionar-les amb l'evolucié a I'any de seguiment.

El 17,7% de les pacients tenien una bidpsia amb tincidé negativa per a p16, i la resta, el

82,3% tenien una bidpsia positiva per a p16.

Les pacients de la mostra, diferenciades segons l'expressio de la p16, es van
estratificar també segons les variables epidemiologiques estudiades per a conéixer si
hi havia diferéncies significatives entre elles, tal i com es mostra de manera resumida a
la Taula 27 Tal i com es pot observar les variables epidiemioldgiques eren

comparables entre tots dos grups (p> 0.05).
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9% 17 79
30 (18-56) 33 (24-56) 30 (18-47) 0,145
50 (52,1%) 10(58,8%) 40(50,6%) 0,366
46 (47,9%) 7(41,2%) 39(49,4%)
41 (42,7%) 6 (35,3%) 35 (44,3%) 0,225
40 (41,7%) 6 (35,3%) 34 (43%)
15 (15,6%) 5 (29,4%) 10 (12,7%)
17 (13-29) 17 (13-22) 17 (14-29) 0,469
9 (1-40) 8 (2-20) 9 (1-40) 0,992
71 13 (76,5%) 58 (73,4%) 0,531
25 4 (23,5%) 21 (26,6%)

Taula 27. Factors socio-demografics segons I'expressio de p16.

5.3.2.4. EXPRESSIO DEL Ki-67

Un dels objectius principals d’aquest treball de tesi era I'analisi de I'expressié de la
proteina Ki-67 en el moment del diagnostic de les lesions CIN-2, per tal de poder

relacionar-les amb I'evolucié a I'any de seguiment.

El 10,4% de les lesions CIN 2 estudiades tenia una expressio de la Ki-67 negativa, i la
resta el 89,6% tenien una expressid positiva. Les pacients de la mostra, diferenciades
segons l'expressio de la Ki-67, es van estratificar també segons les variables
epidemioldgiques estudiades per a conéixer si hi havia diferéncies significatives entre
elles, tal i com es mostra de manera resumida a la Taula 28.

Tal i com es pot observar les variables epidiemiologiques eren comparables entre tots
dos grups (p> 0.05), a destacar unicament que el métode anticonceptiu es van trobar

difereéncies significatives entre els grups (P=0,006).
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96 86 10

30 (18-56) 30 32 0.139
50 (52,1%) 43(50%) 7(70%) 0,321
46 (47,9%) 43(50%) 3(30%)
41(427%) 38 (44.2%) 3 (30%) 0,006
40 (41,7%) 38 (44,2%) 2 (20%)
15(15,6%) 10 (11,6%) 5 (50%)
17 (13-29) 17 (13-22) 17 (14-29) 0,581
8 (1-40) 8 (2-20) 10 (1-40) 0,541
71 65 (75,6%) 6 (60%) 0,281
25 21 (24,4%) 4 (40%)

Taula 28. Factors socio-demogrdfics segons I'expressio de Ki-67.

5.4. EVOLUCIO DE LES LESIONS CIN-2

Un cop les pacients eren incloses a 'estudi, se les citava cada 4 mesos fins a un total
de 2 anys que duraria I'estudi. A cada visita es realitzava citologia i colposcopia, i
només en cas de sospitar un empitjorament en el patré colposcopic es feia una biopsia
dirigida. En arribar a I'any de seguiment es va realitzar una bidpsia de control. Amb
aquesta bidpsia es va poder comprovar els possibles canvis de les lesions al llarg del

primer any de seguiment, i es va realitzar I'estudi estadistic d’aquest treball de tesi.

A la taula 29 i al grafic R es troben recollits els resultats de I'evolucio de les lesions
CIN2 al primer any de seguiment. Destacar que 62 de les 94 pacients (65.9%)
presentaven lesions que havien curat (n:27), o be havien regressat de manera parcial
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(n:35). No es va observar cap cas de progressio a carcinoma invasiu durant el primer

any de seguiment.

Taula 29. Evolucid de les lesions CIN-2 a I’any de seguiment.

Resultats el 1r any de seguiment

W Curacid
B Regressio parcial
I Persistencia

M Progressio

Grafic 3. Evolucio de les lesions CIN-2 a I’any de seguiment

5.4.1. VARIABLES EPIDEMIOMOLIGUES | EVOLUCIO DE CIN-2

Es va correlacionar I'evolucié de les lesions CIN-2 al primer any de seguiment, amb les
variables epidemioldgiques de les pacients en el moment del diagnostic.

A la Taula 30 hi ha resumides les relacions entre els factors demografics de les
pacients objecte de I'estudi, estratificant-los segons I'estat evolutiu de les seves lesions
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de CIN 2 al finalitzar el primer any de seguiment en : CIN<2 ( disminucié a CIN-1 o

curaci6 ), CIN>=2 ( persisténcia de CIN-2 o progressié a CIN-3).

96 86 10
30 (18-56) 30 30
24 (25) 16 (67) 8(33)
72 (75) 46 (64) 26 (36)
50 (52,1) 32(64) 18(36)
46 (47,9) 30(65) 16(35)
41(42,7) 30 (73) 11(27)
40 (41,7) 23 (58) 17 (42)
15 (15,6) 9 (60) 6 (40)
17 (13-29) 17 (13-22) 17 (14-29)
8 (1-40) 8 (2-20) 8 (1-40)
71 (74) 48 (68) 23 (32)
25 (26) 14 (56) 11 (44)

Taula 30. Evolucid de les lesions CIN-2 segons variables epidemiologiques

A la Taula 31 podem veure els RR per a I'evolucié a CIN-2+ segons les variables

epidemiologiques.

Donat que la majoria de casos de CCU (78%) apareixen entre els 30-35 anys(119), es
va calcular quin seria el risc relatiu per a la variable de I'evolucié del CIN-2 en funcio6 si

es diagnosticava abans o després dels 35 anys
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0.87
0,51

1,23 (0,47; 3,25)
0,54 1,06 (0,46; 2,44)
0.31 1,69 (0,73; 3,96)
0,56
0,69
0,21 1,64 (0,65; 4,17)

Taula 31. Relacions estadistiques de les variables epidemiologiques respecte I’evolucid del CIN-2, per a persisténcia i
evolucié a CIN-3.

54.2. CORRELA(‘:IC') DE LES TROBALLES
COLPOSCOPIQUES AMB L’EVOLUCIO DEL CIN-2

La importancia de la colposcopia ve donada pel fet que permet identificar la preséncia
de lesions cervicals que en molts casos estan relacionades directament amb la
preséncia o no de lesions histopatologigues subjacents. Vam intentar relacionar
aquests patrons colposcopics al diagnostic dels CIN2 estudiats amb [I'evolucio
posterior dels mateixos.

A la Taula 32 es detallen les relacions entre el tipus de zona de transicio, el patrd
colposcopic, el diagnostic colposcopic de Canvis Majors, i el tamany de la lesidé, amb
I'evolucié de la lesio CIN-2. També es van estudiar les probabilitats en 2 grups: un que
reflecteix el risc de quedar-se en un CIN-2+, i finalment el risc d’evolucionar a un CIN-
3.
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Les lesions que associaven un increment del risc per a la progressié a CIN-3 van ser

els canvis majors tal com podem observar a la taula Colp3.

No regressio Progressio

p OR IC 95% p OR IC 95%
Tipus ZT 0,413 0,534
Acetoreactiu 0,040 2,37 (1,03-5,44) 0,850

Intens

Puntejat irregular 0,018 2,82 (0,95-8,39) 0,605

Mosaic irregular 0,576 0,003 8,88 (1,91-41,20)
Canvis Majors 0,024 2,56(1,12-5,82) 0,023 5,44 (1,09-27,02)
Quadrants50 0,002 3,92 (1,63-9,46) 0,181

Taula 32. Relacid entre factors colposcopics i I’evolucio de la lesio CIN-2

5.4.3. VARIABLES ANATOMO-PATOLOGIQUES | EVOLUCIO
DEL CIN-2.

L’objectiu principal de I'estudi va ser determinar el valor predictiu de I'expressio de p16
i ki-67 en I'evolucié de les lesions CIN 2, amb la finalitat de poder determinar el seu
possible paper pronostic i terapéutic en aquests casos.

Com a objectius secundaris es va analitzar també I'efecte del tipus de citologia prévia i

el genotipat del VPH causant de la lesi6 en I'evolucid de les lesions CIN-2.

5.4.3.1. ANALISIS DEL TIPUS DE CITOLOGIA DIAGNOSTICA O
PREVIA

A la taula 33 podem veure com es relacionaven els diferents tipus de citologia
diagnostica del cribratge amb I'evolucio de la seva lesié CIN subjacent. Destacava que

més de la meitat de les lesions provinents d’un H-SIL, el 55,6%, es mantenien en un
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CIN-2 o progressaven a un CIN-3 després del primer any de seguiment clinic
(p=0,001).

12 (92,3) 1(7,7) 13(13,5)

15(71,4) 6(28,6) 21(21,9)
15(88,2) 2(11,8) 17(17,7)
20(44,4) 25(55,6) 45(46,9)
62(64,6) 34(35,3) 96(100)

Taula 33. Relacié entre el tipus de citologia de cribratge i I’evolucio del CIN-2.

De la mateixa manera en agrupar els resultats citoldgics segons citologia de no alt risc
clar (LSIS, ASC-US i ASC-H) i Citologia de Alt Risc (H-SIL), com es veu a la taula 34
es mantenia aquesta tendéncia a la persisténcia o progressio de les lesions CIN2 amb
citologies de Risc (p<0,0001), amb un RR de 3,15 (IC 95% 1,65-6,02).

<0,001

42(82,4) 9(17.6) 51(100)

20(44,4) 25(55,6) 45(100)

62(64,6) 34(35,4) 96(100)

Taula 34. Evolucid de les lesions CIN-2 segons citologia d’alt risc o no alt risc.
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5.4.3.2. ANALISI DEL GENOTIP DEL VPH

Un dels objectius secundaris d’aquest treball era esbrinar si existia una relacié entre la
preséncia d’una infeccio per VPH d’alt risc, i els seus diferents genotips, il'evolucié de
les lesions CIN-2.

En primer lloc vam analitzar si el fet o no de detectar VPH d’alt risc podia fer preveure
I'evolucio de les lesions CIN-2 (Taula 35). Tal i com es pot observar a 14 de les 94
lesions no es va detectar la preséncia de VPH d’alt risc. Totes aquestes lesions VPH
negatives, després d’un any havien regressat a CIN 1 o bé s’havien curat (p= 0,001).
Tot i aixi també el 58,5% de les dones amb lesions provocades per algun tipus de VPH

d’alt risc (HR-HPV) van regressar i fins i tot curar.

<CIN-2 =>CIN-2 Total

n(%) n(%) n(%)
VPH inicial Negatiu 14(100) 0 14(14,6)
Positiu 48(58,5) 34(41,5) 82(86,4)
Total 62(64,6) 34(35,4) 96(100)

Taula 35. Relacio entre infeccio per HR-HPV i evolucid del CIN-2.

Per tal d’establir quines d’aquestes lesions per HR-HPV serien tributaries de curar o

no, es va relacionar I'evolucié amb el genotip viral causal.

5.4.3.2.1. INFECCIO PER VPH-16

La taula 36 recull I'evolucié de les lesions CIN-2 en funcié6 de si a les lesions
s’identificava o no VPH-16. Del total de casos inclosos, 39 pacients tenien lesions
CIN2 per VPH-16. Tal i com es pot observar, el 53% d’aquetes lesions van persistir i/o
progressar en comparacié al el 22.8% de les lesions noVPH16 (p=0.002). Es va
calcular que un RR de progressié per a aquestes lesions CIN2-VPH-16 de 2,36 (IC
95%, 1,350;4,129).
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44(77,2) 13(22,8) 57(59,4)

18(46,2) 21(53,8) 39(40,6)

_ 62(64,6) 34(35,4) 96(100)

Taula 36. Relacid entre infeccio per VPH-16 i evolucié del CIN-2.

5.4.3.2.2. INFECCIO PER VPH-18

La taula 37 recull I'evolucié de les lesions CIN-2 en funcié de si a les lesions
s’identificava o no VPH-18. Del total de casos inclosos, només 6 pacients tenien
lesions CIN2 per VPH-18. Podem veure com el 66,7% d’aquetes lesions van persistir
i/o progressar en comparaci6 al el 33,3% de les lesions noVPH18 (p=0.115). Es va
calcular que un RR de progressio per a aquestes lesions CIN2-VPH-18 de 2 (IC 95%,
1,058; 3,781).

90(93,8)

60(66,7) 30(33,3)

2(33,3) 4(66,7) 6(6,2)
62(64,6) 34(35,4) 96(100)

Taula 37. Relacié entre infeccié per VPH-18 i evolucio del CIN-2.

5.4.3.2.3. INFECCIO PER VPH-no16-no18

La taula 38 recull I'evolucid de les lesions CIN-2 en funcid de si a les lesions

s’identificava el VPH-no16-no18 o no s’identificava, quedant la possibilitat que si
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s’identifiqués algun altre virus (VPH-16 o VPH-18). Del total de casos inclosos, 40
pacients tenien lesions CIN2 amb preséncia de VPH-no16-no18. Podem veure com el
30% d’aquestes lesions van persistir i/o progressar en comparacio al el 39,3% de les
lesions amb preséncia d’altres virus que no eren VPH-no16-no18 (p=0.236). Es va
calcular que hi havia un RR de progressio per a aquestes lesions CIN2-VPH-no16-
no18 de 0,764(IC 95%, 0,430; 1,356).

<CIN-2 =>CIN-2 Total p
n(%) n(%) n(%)
Vph-no16no18  Negatiu 34(60,7) 22(39,3) 56(58,3) 0,236
Positiu 28(70) 12(30) 40(46,7)
Total 62(64,6) 34(35,4) 96(100)

Taula 38. Relacid entre infeccid per VPH-no16-no18 i evolucio del CIN-2.

5.4.3.3. ANALISI DEL VALOR PREDICTIU DE L’EXPRESSIO DE
p16

Tal i com hem anotat anteriorment, del total de les 96 pacients incloses finalment a
I'estudi, 17 (17.7%) tenien una lesié de CIN2 amb tincié negativa per a p16 i 79 tenien
lesions CIN2 p16 positives (82,3%).

En primer lloc es va procedir a establir la relacié existent entre I'expressio de la p16 en
les lesions CIN-2 en el moment del seu diagnostic, i I'estat evolutiu d’aquestes lesions
després de I'any de seguiment (taula 39). Com es pot observar les 17 pacients amb
una expressio de p16 negativa en el moment del seu diagnostic, al final del primer any
de seguiment van regressar, 7 de manera parcial a CIN-1 i 10 havien curat. En canvi
només 45 de les 79 lesions CIN2-p16 positives (56.9%) van regressar durant el mateix

periode de seguiment (p=0.002).
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10 (58,8) 0 0 17 0.002

7 (41,2)

17 (21,5)  28(354) 26 (32,9) 8 (10,1) 79

_ 27 (28,1)  35(36,5) 26 (27,1) 8 (8,3) 96

Taula 39. Evolucio de la lesio CIN-2 segons I'expressio de la p16

La rellevancia clinica derivada de coneéixer I'evolucio de les lesions CIN 2, radica en
poder identificar les lesions que regressaran o curaran (CIN <2), de la resta (>=CIN-2).
La taula 40 recull la distribucié de les pacients en funcié d’aquests dos subgrups i la
I'expressio o no de la p16. Podem observar que de manera significativa (p < 0,0001)
les lesions CIN2- p16 negativa varen tendir a disminuir la seva gradacié CIN. En canvi

les lesions CIN2-p16 positiva van evolucionar de manera molt diferent entre elles .

0 <0.0001

17 (100) 17 (100)

45 (57) 34 (34) 79 (100)

62 (63,6) 34(35,4) 96 (100)

Taula 40. Distribucio de I’expressio de p16 segons grups d’evolucié de CIN-2

Per tal d’intentar precisar el possible paper predictor en I'evolucié de les lesions CIN 2
de l'expressié de p16, aquesta variable es va estratificar en funcié de I'afectacié del
gruix de I'epiteli cervical. D’aquesta manera es van establir 3 categories segons els
1/3 de l'epiteli ens els que s’identifiqués I'expressio de p16. (taula 41). El nostre
objectiu era intentar diferenciar les lesions positives per a p16 que regressaven de les
que persistien o evolucionaven, segons el nombre de tercos epitelials positius per a
p16. No es va identificar cap lesié p16 positivia afectant només 1 ter¢ de I'epiteli. En

122



les 30 pacients amb 2 tercos de I'epiteli positius per a p16 i de les 49 positives en tot el
gruix epitelial no es va adquirir cap distribucié que ens ajudés a preveure la seva
evolucié. Aquesta diferent distribucio de la positivitat de p16 per tercos va resultat ser
estadisticament significativa (p=0,012), perd no ens va permetre diferenciar aquelles
pacients que amb p16 positiva que regressen total o parcialment de les que es
mantenen o evolucionen, ja que la distribucié de I'evolucié en els 2/3 i els 3/3 no

quedava explicat per la positivitat de la p16.

10 (58,8) 7(41,2) 0 0 17(100)

0 0 0 0 0

9(30)  10(33,3) 8(26,7) 3(10) 30 (100)

8(16,3) 18(36,7)  18(36,7) 5(10,2) 49 (100)

_ 27 (28,1) 35 (36,5) 26 (27,1) 8(8,3) 96 (100)

Taula 41. Distribucio en tergos de I'expressio de la p16 i la seva evolucié

5.4.3.4. ANALISI DEL VALOR PREDICTIU DE L’EXPRESSIO
DEL Ki-67

Un dels objectius principals d’aquest treball de tesi era I'analisi de I'expressié de la
proteina Ki-67 en el moment del diagnostic de les lesions CIN-2, per tal de poder
relacionar-les amb l'evolucid a I'any de seguiment. Aixi es va analitzar el possible

paper del Ki-67 com a factor de risc de progressio. Les dades sobre I'expressié del Ki-

123



67 en funcid de la seva expressio inicial i 'evolucié de les lesions a I'any de seguiment

es recullen a la taula 42.

Del total 96 lesions analitzades, 10 pacients no presentaven expressio de la Ki-67
(10,4% del total), i 86 pacients tenien I'expressio positiva (89,6%).Destaca que totes
les lesions CIN-2 amb una expressio de Ki-67 negativa van regressar. Totes les
lesions CIN-2 que van persistir o progressar a I'any de seguiment, un total de 34, eren
Ki-67 positives. Malgrat aixd, és important destacar que de les lesions que van

regressar (n:79), 52 presentaven positivitat per a Ki-67.

Evolucié CIN2
Curacio Regressio Persisténcia Progressio Total p
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Ki-67 Negatiu 5 (50) 5 (50) 0 0 10 (100) 0.093
Positiu 22 (25,6) 30 (34,9) 26 (30,2) 8(9,3) 86 (100)
Total 27 (28,2) 35 (36,5) 26 (27,1) 8 (8,3) 96 (100)

Taula 42. Expressio del Ki-67 i relacio amb I'evolucié a I’any de la lesio

Igual com vam fer en el cas de la p16 a I'apartat anterior, vam intentar correlacionar
I'expressiod inicial de Ki-67 amb I'evolucié de les lesions de CIN2 en funci6 de la seva
capacitat de regressio (grup CIN <2), comparat amb la seva capacitat de persisténcia
i/o progressio (grup >=CIN-2). La taula 43 recull aquestes dades. Les troballes
corroboren que les lesions amb una expressio negativa de Ki-67 tendeixen a disminuir
la seva gradacié (p=0,010). En canvi la positivitat per a Ki-67 no es va demostrar com
un factor predictiu d’evolucid de les lesions CIN2, donat que mentre el 64,6%

d’aquestes lesions van regressar, el 39.5% van persistir com a tal o van progressar
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10(100) 0 10 (100) 0.010

52 (60,5) 34 (39,5) 86 (100)

62 (64,6) 34 (35,4) 96 (100)

Taula 43. Distribucio de la Ki-67 amb simplificacio de I’evolucid de la lesié CIN-2

En un intent de precisar el possible paper predictor del Ki-67 en 'evolucié de les CIN-
2, vam realitzar un re-analisis relacionant el grau de positivitat de Ki67 segons els
tercos (1/3) d’epiteli tenyits (taula 44 i 45). Tal i com es pot observar totes les lesions
gue només presentaven tincid positiva per a Ki67 en el 1/3 més intern de I'epiteli (n:10)
be van curar (6; 60%), o bé van regressar a un CIN1(4; 40%). De les 43 pacients amb
2 tercos de I'epiteli positius per a Ki-67: 26 (60.4%) van curar o regressar, i 16 (29.6%)
van persistir o fins i tot van evolucionar. En canvi més de la meitat de les lesions a les
que el Ki-67 era positiva a tot el gruix de I'epiteli van persistir i/o evolucionar a lesions
de CIN3 (p= 0,005). Segons aquestes dades les lesions CIN2 que no expressaven
Ki-67 o bé que I'expressaven en una baixa intensitat ( anomenat Ki-67 de baix risc)
tenien més probabilitat de curar-se o bé de regressar, (p <0,0001). Al contrari, les
pacients amb una expressié moderada o alta del Ki-67 (anomenat Ki d’alt risc) no van

mostrar una clara tendéncia cap un o altre tipus d’evolucié (Taula 11R).

5(50) 5(50) 10(100) 0,005

6(60) 4(40) 0 0 10(100)
13(30,2)  13(30,2)  11(25,6) 6(14)  43(100)
3(9,1) 13(39,4)  15(45,5) 2(6,1)  33(100)
27(28,1)  35(365)  26(27.1) 8(83)  96(100)

Taula 44. Distribucio en tergos de I'expressio de la Ki-67 i la seva evolucio
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20(100) 10(100) <0.0001

42(55,3) 34(44,7) 76(100)

62(64,6) 34(35,4) 96(100)

Taula 45. Distribucié de la Ki-67 segons alt o baix risc i amb simplificacid de I’evolucio de la lesié CIN-2
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6. DISCUSIO
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L’objectiu del nostre treball era explicar I'evolucié de les lesions CIN2, caracteritzant
individualment cada tipus de lesid6 segons les seves caracteristiques anatomo-
patologiques, a més de caracteristiques epidemiologiques de les pacients. Els nostres
resultats ens ajuden a conéixer millor el comportament de les lesions CIN-2. Aquesta
informacié ha de permetre avangant en aconseguir el millor maneig possible per a les
lesions CIN-2, i aixi tractar-les quan sigui necessari per tal d’evitar el sobretractament i

els possibles efectes adversos que se’n puguin derivar.

Molts estudis ja han intentat explicar quina és la historia natural de les lesions CIN-
2(114,115,124,116-123). Aquest és el primer estudi observacional prospectiu que
combina l'estudi de I'evolucié de les lesions CIN-2 relacionat amb factors anatomo-
patologics, com la p16 i el Ki-67, hipotetitzant que la seva expressio ens podria marcar

I'evolucio posterior de les lesions CIN-2.
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6.1. POBLACIO D’ESTUDI

Un total de 158 pacients van ser referides a la Unitat de Tracte Genital Inferior (UTGI)
del Servei de Ginecologia i Obstetricia de 'Hospital del Mar amb el diagnostic de CIN-
2. 105 pacients complien els criteris d’inclusié, i finalment 96 van finalitzar el
seguiment, i per tant van ser objecte de I'estudi.

Nomeés hi ha 2 estudis amb un tamany mostralL superior al nostre. El primer és el del
grup de McCallum, que van elaborar un estudi retrospectiu sobre maneig conservador
en 157 pacients menors de 25 anys(120). El segon és el realitzat per Castle i col. que
a partir de dades de l'estudi ALTS van estudiar 357 pacients per a obtenir un millor
maneig de lesions ASC-US i L-SIL.

Del total de dones referides a la UTGI, el 66,5% de les pacients van acceptar formar
part del nostre estudi. Aquest fet posa de manifest la bona acceptacioé que va tenir el
maneig conservador proposat entre les pacients. 53 pacients no van complir amb els
criteris d’inclusié donat que 32 desitjaven un tractament immediat de la malaltia
cervical i 7 no podien seguir controls per canvi de domicili o motius laborals. Només 14
pacients van ser excloses per motius médics com la colposcopia no satisfactoria o
immunosupressid, de manera que posa de manifest el poc efecte de la comorbilitat de
les pacients.

El protocol de seguiment estava integrat dins la practica clinica diaria, basat en
controls citologics i de colposcopia, amb biopsia cervical si es sospitava progressio. Es
varen realitzar controls cada 4 mesos ja que al tractar-se d’una lesi6 amb major risc
que el CIN-1, que es controla cada 6 mesos, es va valorar més adequat per a
minimitzar el risc de progressio. EI maneig conservador estava dividit en dues fases:
una fase inicial de control de 12 mesos, moment en el qual es realitzava un control de
les variables clinico-patologiques, i un segon temps fins a completar els 24 mesos per
a valorar el paper de les cél-lules NK durant els dos anys de seguiment. L’estudi
general, que incloia el calcul del valor predictiu de les cél-lules Natural Killer (NK)
sobre I'evolucié del CIN-2, tenia una durada de 24 mesos de control, perd el nostre
treball es va limitar a un estudi de 12 mesos per a obtenir un primer balang sobre

I'evolucio de les lesions CIN-2 d’acord amb les variables a estudi(116).
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6.2. L’EVOLUCIO DEL CIN-2

El maneig del CIN-2 encara és controvertit i un dilema pels ginecodlegs. Varis estudis
s’han publicat en les ultimes décades sobre la regressid espontania del CIN-2 en
dones joves perd encara no shan pogut entendre bé els factors
predictors(114,115,124,125,116-123)

Els nostres resultats mostren una regressié espontania de la lesié CIN-2 d’'un 64,6%
durant els 12 mesos primers de seguiment, ja sigui cap a una lesié de CIN-1 en un
36,5% com a curacio en un 28,1%, i una progressié a CIN-3 del 8%. Aquestes dades
estan d’acord amb la majoria d’estudis previs (Taula 1D) on la taxa de regressié és
similar (117,119,123), perd és superada en estudis on la citologia prévia al diagnostic
del CIN-2 és un L-SIL (118,121) o bé només inclou pacients menors de 25 anys(120).
La taxa de progressid és inferior en estudis on la mostra inclou només pacients
menors de 21 anys(116). Donat que no s’han trobat casos de progressié a carcinoma
invasor fa que el maneig conservador es presenti com un métode segur a 'hora de

tractar les pacients amb CIN-2.

L’altim estudi realitzat s’acaba de publicar aquest mateix anty 2018 pel grup de Tainio,
i es basa en un metaanalisi on s’inclouen un total de 36 estudis i 3160 dones de totes
les edats. En aquest meta-analisi s’arriba a la conclusi6 que les lesions CIN-2

regressen en un 50%, persisteixen en un 32%, i progressen en un 18%.

Proposant un seguiment a pacients amb CIN-2 s’han evitat que un 28,1% de les
pacients fossin conitzades sense necessitat, evitant possibles resultats obstétrics
desfavorables com ara el part preterme(127) o d’altres complicacions fisiques o
psicologiques. Si afegim el 36,5% de pacients que a I'any de seguiment tenien un CIN-
1 i encara podien esperar un any més de seguiment, és probable que una nova fraccio

es pogués beneficiar també de no realitzar una conitzacié en el moment del diagnostic.
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Autor Any N Edat Periode de Taxa de Taxa de
seguiment regressio progressio
(anys)
anys % %
Chan JK(114) 2003 38 19-55 2 58
Moore K(115) 2007 23 13-21 1,5 65 5
Fuchs K(116) 2007 36 11-21 2 50 8
Guedes AC(117) 2010 45 18-61 1 44 23
Castle P (118) 2009 357 18-62 2 40 22
Moscicki AB(119) 2010 95 13-24 2 62 12
McAllum DE(120) 2011 157 <25 1 62 18
Discacciati M(121) 2011 42 17-47 1 74 24
Ho GY(122) 2011 63 18-40 1 54 5
Wang SM(123) 2013 30 35-45 6 56 16
Bleecker E (124) 2014 21 <30 2 52 24
Lee MH (125) 2018 99 <25 2 74,7 -
Tainio(180) 2018 819 - 2 50 18
Genoves J 2018 96 >18 1 64,6 8

Taula 46Estudis sobre I'evolucid del CIN-2 fins el 2018

D’avant cada cop més evidéncia a favor de una alta taxa de regressio de les lesions
CIN2, algunes guies de practica clinica com la de la ASCCP americana(181) s’han
actualitzat i contemplen el maneig conservador de les lesions de CIN-2 en
determinats suposits: pacients de maxim 25-30 anys, amb lesié petita i visible (un

quadrants) i en gestants.
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S’ha discutit molt sobre I'alta taxa de regressié de les lesions CIN2. Per una banda es
va considerar que el microambient inflamatori secundari a realitzacié de bidopsies de
les mateixes, podria afavorir la seva resolucid. Estudis com el de Del Pino i col sobre
la utilitat de la p16 per a preveure el comportament de les lesions tipus CIN-1
desmenteixen la teoria, i mostren que no hi ha relacié entre presa de biopsies i

I'evolucio de la lesié(160).

Finalment, fins i tot s’ha hipotetizat sobre el fet que aquestes lesions de CIN2 no
fossin tals i que realment eren lesions de menys o major grau. De fet, la classificacio
morfologica del CIN-2 sempre s’ha considerat un repte entre els patdlegs. Algunes
lesions CIN-1/2 borderline es poden haver supra-estadiat, és a dir haver sigut
classificades com a CIN-2, augmentant falsament la taxa de regressi6 d’aquest tipus
de lesions. D’igual manera es podria produir el mateix error en sentit contrari, infra-
classificant lesions CIN-2/3 com a CIN-2 que podrien fer augmentar la taxa de
progressio del CIN-2. El problema podria resoldre’s afegint un segon patoleg a I'analisi
de les bidpsies diagnostiques de CIN2, tot i que els diferents estudis reporten una taxa
de concordanga entre patdlegs del 38%(142) . Es per aquesta rad que la utilitzacié de
Marcadors bioldgics validats poden ajudar a precisar el diagnostic dels CIN2 i a

establir el pronodstic en cada un dels casos.

6.21. FACTORS SOCIO-EPIDEMIOLOGICS

El nostre estudi va valorar el possible paper de diferents factors individuals i
epidemiologics tals com 'edat, I'habit tabaquic, el métode anticonceptiu, I'edat d'inici
de relacions sexuals, el nombre de parelles sexuals i la paritat, en la historia natural
del CIN2. No varem poder demostrar cap relacié entre I'evolucié de les lesions CIN-2 i

aquestes variables.

L’edat ha estat sempre considerada un factor determinant a I'hora d’escollir el maneig
de les lesions cervicals. Les guies actualitzades recomanen el maneig conservador en
pacients joves i adolescents fins als 25 anys(6). El nostre estudi inclou pacients a partir
dels 18 anys, sense limit superior. Els estudis anteriors on s’estudia I'evolucié del CIN-

2 amb pacients de maxim 25 anys(115,116,119,120) tenen una regressié d’entre el 50-
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65%. Estudis amb mostres que inclouen pacients de major edat entre 18 i 62
anys(114,117,118,123,182) tenen una regressio dentre el 44% i el 74%. Cap
d’'aquests estudis ha trobat relacio entre I'edat i I'evolucio del CIN-2. En el nostre estudi
varem decidir incloure pacients a partir de la majoria d’edat per tal de buscar una
relacié entre les variables. L’edat mitja del nostre estudi era de 30,5 anys, entre 18 i 56
anys, i no es va trobar diferéncies significatives entre el grup de <25 anys i el de =>25
anys a I'hora de I'evolucié de les lesions. Els grans estudis epidemiologics apuntaven
que les pacients joves tenien taxes de regressid de les lesions CIN majors a les

pacients de més edat, perd en el nostre estudi no ha estat demostrat(31).

Un dels principals carcinogéns en el nostre medi és el tabac, considerat causa directe
de molts tumors. En el cancer de cérvix es considera que pot arribar augmentar el risc
de CCU entre 2 i 4 vegades més que en les dones no fumadores (54,69), i que en
deixar I'habit es va recuperant la capacitat d’eliminar la lesio tipus CIN. El 52% de les
nostres pacients eren fumadores, i d’aquestes el 36% van mantenir-se en CIN-2 o bé
progressar a CIN-3 (p=1,00). No vam poder demostrar una relacié entre el tabac i
'evolucio de les lesions CIN-2. Tampoc es va poder avaluar l'efecte de
I'abandonament de I'habit tabaquic durant el periode de control. Es possible que la
causa que no es trobessin diferéncies significatives entre el grup de fumadores i no
fumadores fos el tamany mostral. Possiblement en un estudi poblacional
epidemioldgic similar s’hagués pogut demostrar la relacié ja descrita en la literatura

(estudi epidemiologic de carcindgens mundial) (BIBLIO BOSCH)..

Respecte I's d’anticonceptius, els grans estudis epidemioldgics han relacionat I'is
d’anticoncepcié hormonal durant més de 10 anys amb un augment de la incidéncia de
CIN-3 i CCU (BIBLIO 68,186 M) amb un risc que tendeix a disminuir en abandonar I'is
perd no a desaparéixer (BIBLIO 56). En el nostre treball el 41,7% de pacients incloses
feia servir ACH a l'inici de I'estudi. D’aquestes pacients usuaries d’ACH el 42% va
mantenir-se en CIN-2 o bé progressar en CIN-3 després d’'un any de seguiment. Tot i
aixi no es va poder demostrar una relacié causal entre la pressa d’ACH i la
persisténcia i/o progressié del CIN2 (p=0,135), a diferéncia de I’ estudi realitzat per
Moscicki i col a 'any 2007, que amb 95 pacients d’entre 13 i 25 anys si va demostrar
una relacié directa causal entre la presa d’anticonceptius i la no regressié del CIN-
2(119). La diferéncia amb el nostre treball no radica en el tamany mostral, sind en

'edat de les pacients incloses.

La paritat és una altra variable epidemiologica que ha estat classicament relacionada

arrel dels grans estudis epidemioldgics. En el nostre cas el 44% de les pacients amb
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fills van persistir amb una lesié CIN-2+, en contra del 32% de les pacients nul-ligestes
(p=0,336), de manera que no hem pogut demostrar cap relacié. Ha estat dificilment
explicat el mecanisme pel qual augmentaen les lesions CIN, i un dels més plausibles

és l'alta exposicio de la ZT a infeccions vaginals com el VPH.

La conducta sexual de les pacients també va ser estudiada mitjangant I'edat d’inici de
les relacions sexuals, i el nombre de contactes sexuals total. L’edat mitja d’inici de
relacions sexuals era als 17,4 anys (entre 13 i 29), i el nombre mig de parelles de 8
(entre 1 40). Els valors mitjos no van variar estratificant segons I'evolucié del CIN-2,
de manera que no hi havia diferéncies significatives (p=0,581 per a I'edat d’inici de
relacions, i p=0,693 per al nombre mig de parelles). Tot i no ser un estudi dissenyat
per a variables epidemiologiques, aquestes dades coincideixen amb estudis com el de
Discaciatti i col.,que va estudiar 42 pacients amb lesié de de CIN-2 provinent de

citologies de baix grau durant un any i que tampoc va trobar associacio(121).
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6.3. FACTORS CLINICS. COPOSCOPIA.

Totes les pacients que es van incloure a I'estudi havien estat diagnosticades de CIN-
2 a partir d’'una biopsia dirigida durant la realitzacié d’una colposcopia. Les imatges
colposcopiques estan directament relacionades amb el tipus i grau de lesio
intraepitelial subjacent. Per aixd és de vital importancia una acurada descripcié del coll
uteri, i una correcta seleccié del punt de bidpsia per a augmentar la sensibilitat i
especificitat de I'exploracid per aquesta rad totes les colposcopies van estar

realitzades per un dels dos especialistes de la unitat PTGI.

Donat que els patrons colposcopics es correlacionen amb les lesions subjacents, vam
voler correlacionar les troballes colposcopiques en el moment del diagnostic amb
l'estat de les lesions al final de 12 mesos de seguiment. L’objectiu era identificar
patrons colposcopics que preveiessin I'evolucié a I'any de seguiment de les lesions de
CIN2. Les nostres troballes van confirmar aquest suposit, donat que les lesions majors
de 2 quadrants i un patré colposcopic irregular van presentar major risc de progressio
que altres tipus de lesions (P= 0,023 i p= 0,003 respectivament). En concordancia amb
lo anterior, es va observar que les lesions acetoblanques intenses i el puntejat també

tenien més risc de CIN-2+ (p= 0,024 p=0,040 i p=0,018 respectivament).

El nostre estudi és el primer que compara I'evolucio de les lesions CIN-2 després d’un
temps determinat de control, i la seva associacié amb les troballes colposcopiques en
el moment del diagnostic. Sabem que pacients infectades per HPV tenen un major risc
de progressio a CCU(183,184). Alguns autors com Lowers i col. han trobat una relacié
entre la infeccié per HPV i el patré colposcopic inicial de manera que podriem establir
una relacié entre aquests patrons colposcopics patologics i la infeccio per VPH(185).
Aquest grup de Lowers va realitzar un estudi retrospectiu de 355 pacients en un
hospital universitari d’Amsterdam, comparant colposcopies amb HPV positiu amb les
colposcopies de pacients amb HPV negatiu. Els seus resultats mostraven que les
lesions més grans del 50% del cervix, zona de transformacio visible, patré colposcopic
de mosaic o puntejat groller o irregular, eren més caracteristics de les pacients amb
infeccid present d’HPV (p=0,044 p=0,001 i p=0,036 respectivament). Aquestes dades,

es podrien considerar les proves d’'imatge d’una infeccié per HPV.

En sentit contrari a les nostres conclusions, tot i que en el cas de lesions citologiques
de baix grau, es troben les conclusions de I'estudi de Del Pino i col.(186) Aquest
estudi tenia com a objectiu establir el valor predictiu de la colposcopia de I'evolucio de

lesions amb VPH positiu i citologia normal, ASC-US o bé L-SIL, amb diagnostic
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histologic de CIN-1. Els resultats no van demostrar que el patrd colposcopic inicial o el
tamany de la lesié en el moment del diagndstic podien preveure el risc de progressié
de les lesions. El fet que el nostre estudi parteixi de bidpsies de CIN-2 proporcionaria

una idea més acurada de I'estat de les lesions a estudi.

Per pal-liar al maxim les diferéncies interobservador, que depenen de la interpretacio
subjectiva de les troballes colposcopiques, es va fer servir un cervicograma en cada
colposcopia per a intentar evitar possibles conflictes en la descripcié de les lesions
(Annexe 3), i es va decidir no utilitzar cap index colposcopic com per exemple el de
Reid i Scalzi ja que s’ha demostrat que no milloren la uniformitat en la classificacio de
les lesions(186). Tot i aix0, aquestes petites diferéncies tedriques a I'hora de descriure
les lesions podria ajudar a generalitzar els resultats i fer-los més utils per a la practica

clinica diaria.

D’altra banda, també és important minvar al maxim el risc de que una lesi6é de CIN3
passi desapercebuda quan es fa biopsia dirigida per colposcopia, ja que aquesta
podria no ser suficientment representativa de tota la lesio. Aquesta eventualitat s’evita
amb la presa de dos mostres de diferents punts del cérvix davant del dubte. S’ha
demostrat que la presa d’una Unica biopsia disminueix la sensibilitat de la colposcopia
per a identificar correctament les lesions CIN, i que la presa de bidpsies no influeix a

I'hora d’ajudar a la regressi6 i desaparicio de la lesié(186).

Les conclusions derivades d’aquest analisis, tenen especial rellevancia i aplicacio
clinica. L’ exploracié colposcopica podria formar part de manera simultania de
I'algoritme de maneig diagnostic i terapéutic de les lesions CIN2, en la mesura que
ajudaria decidir quines pacients es podrien controlar i quines serien tributaries d’un
tractament excisional des del comencament donat que I'aspecte de les lesions podrien

suggerir una persisténcia o progressio de les seves lesions de CIN2.
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6.4. FACTORS ANATOMO-PATOLOGICS

L’objectiu principal d’aquest treball de tesi va ser establir si 'expressiéo determinats
biomarcadors, com la p16 i la ki 67 en la biopsia diagnostica de CIN2, podrien

preveure quina evolucié tindrien les lesions CIN-2.

6.4.1. PREVALENCADE P16

Aquest és l'estudi prospectiu més ampli que coneguem que avalui I'expressio de la

proteina p16, com a predictor del comportament de la lesié CIN-2.

La troballa fonamental d'aquest estudi va ser que [labséncia d’expressio
inmunohistoquimica de p16 (p16 negativa) va predir la regressio de les lesions de
CIN2. De fet, totes les pacients amb una bidpsia de CIN2 negativa per a p16 van
regressar als 12 mesos de control. Al contrari, les pacients amb una bidpsia de CIN 2
on s’identificava immunoexpressié de p16 (p16-positiva), el 87% dels casos, van
presentar una tendéncia superior per a mantenir-se en CIN-2 o bé d’evolucionar a CIN-
3, també als 12 mesos de seguiment. Segons aquestes dades es podria oferir amb
seguretat un maneig conservador a pacients seleccionades amb lesions CIN2 p16
negativa donat que aquesta negativitat seria el reflex d’'un comportament biologic
diferent. Caldria senyalar que tot i que també el 43% de les lesions CIN-2 p16-
positives van mostrar una tendéncia a persistir o progressar, el 57% d’elles van
regressar en els primers 12 mesos de seguiment. De manera que la positivitat per a
p16, no necessariament va determinar la tendéncia a progressar de les lesions CIN2
pelque segons les nostres dades, si nomes es tingués en compte aquesta positivitat
per a fer tractament des del moment del diagnodstic estariem sobretractant més de la
meitat de les pacients amb lesions CIN-2. S’ha discutit que les lesions CIN-2 que
regressarien no serien lesions CIN-2 reals, sind lesions CIN-1 mal classificades com a
CIN-2. Perd el que quedaria clar igualment, és que si I'expressié de p16 fos negativa,

la capacitat de progressio seria nul-la.

En un esfor¢ per a identificar les lesions CIN 2-p16 positives que regressen i
diferenciar-les de les que es mantenen o progressen, varem estratificar les 79
pacients amb CIN2-p16 positives en tres grups segons el nombre de tergos de I'epiteli

a on s’evidenciés positivitat per a p16. No vam aconseguir demostrar una distribucio
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de I'expressié de p16 que ajudés a diferenciar entre les lesions CIN2 que regressaven
de les que progressaven. Cal dir que no hi havia cap pacient amb tincié per a p16 que
ocupés 1 ter¢ de I'epiteli, és a dir, totes tenien una tincié per a p16 que ocupava 2 6 3

tercos.

El fet que les totes les lesions CIN2 p16-negatives hagin regressat a l'any de
seguiment, podria ser justificat per alguns autors que consideren que mentre que les
lesions amb tincié de p16 intensa o bé difusa en bloc si es podrien considerar com a
pre-cancer, les lesions CIN 2 p16 negativa o no en bloc (cél-lules aillades) tindrien la
qualitat de lesions de baix grau. Aquesta dada ens confirma la tincié de la p16 com a
una eina molt util per a la correcta correlacio interobservador dels patolegs, ens cas
que tinguin dubtes en la gradacié de la lesi6(187,188). En concret, en I'Gltima revisio
de la nomenclatura LAST (Lower Anogenital Squamous Terminology) ja considera la
tinci6 immunohistoquimica p16 com una possible substituta de [l'analisi
anatomopatologic, dins un sistema de classificacié de 2 grups: un grup de lesions de
baix risc (L-SIL) i un altre d’alt risc (H-SIL), sense diferenciar entre CIN-2 i CIN-3. Pero
a més, utilitzaria la tincié de la p16 en casos dubtosos de CIN-2, on les lesions amb
p16 negativa serien classificades com a L-SIL, i les lesions amb p16 positiva serien

agrupades amb les H-SIL.(11).

El nostre estudi suggeriria que cal identificar totes les lesions CIN-2 amb la tincié de la
p16 per a poder identificar totes aquelles lesions p16 negatives que tenen una altra

probabilitat de regressar i aixi evitar un tractament exerétic innecessari.

Només tenim coneixement de 2 altres estudis sobre la utilitat de la tincié p16 per a
predir I'evolucié de la lesio CIN-2. El primer grup encapgalat per Guedes el 2007 va
estudiar 45 pacients amb una mitja d’edat de 30 anys i amb biopsia cervical de CIN-2
amb seguiment d’'un minim de 12 mesos(189). Van tenir una taxa de regressié a
curacié completa de 42%, un 20% van regressar a CIN-1, el 11% es van mantenir a
CIN-2, i el 22% van progressar a CIN-3. En els seus resultats, els grups p16 negativa i
p16 positiva no tenen diferéncies en I'evolucio de les lesions CIN-2 (p=. La taxa de
regressié acumulativa als 12 mesos de control amb la p16 positiva era del 24%, i amb
p16 negativa era del 16%, sense diferéncies significatives entre els grups. Aixd pot
estar explicat per diferent plantejament de I'estudi, ja que la positivitat de la p16 la van
definir com a qualsevol expressio en la tincié immunohistoquimica de la p16: expressio
debil, moderada i forta, enlloc de les ultimes recomanacions (190) que defineixen la
p16 positiva quan I'expressié és forta o bé difusa en bloc, tal i com hem fet en el nostre

estudi.
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En canvi l'altre grup, el de Miyamoto, si que va demostrar que I'expressié de la p16
estava relacionada amb progressié a CIN-3. El seu plantejament partia d’'un estudi
retrospectiu de 122 pacients diagnosticades de CIN-2 durant els anys 2004 i 2011, en
les quals es va estudiar la positivitat per a p16, a més de la del Ki-67. Va separar les
pacients en 3 grups segons regressessin, persistissin o bé progressessin a CIN-3. La
positivitat per a p16 es va definir com al nostre estudi amb positivitat de les cél-lules
basals de I'epiteli perd en aquest cas en un minim del 50% amb un patré difus o
motejat moderats o intensos. El resultat va ser que aquestes pacients amb I'expressio
de la p16 augmentada tenien un major risc de progressar a CIN-3 en comparacié amb

les que no expressaven aquests nivells de p16 (p 0,001).

Caldria remarcar el diferent plantejament d’'aquests dos estudis, on els criteris de
positivitat de la p16 sén molt distants. Mentrestant el grup de Guedes doéna per positiu
qualsevol intensitat d’expressié en tot I'epiteli, el grup de Miyamoto és molt més
exigent a I'hora de donar per positiu per p16 una bidpsia de CIN-2, i només ho fa amb
una intensitat moderada o forta en gruixos de més del 50% de I'epiteli cervical biopsiat.
El nostre estudi no va determinar uns criteris de positivitat tan exigents com el de
Miyamoto, pero va discriminar entre els diferents graus d’intensitat d’expressio de la
p16, per tal d’evitat confondre amb altres tipus de teixits com atrofia o metaplasia que

estiguin expressant la proteina.

De la mateixa manera que nosaltres hem valorat I'expressié de p16 en les lesions de
CIN-2, altres autors han estudiat la relacié entre les lesions CIN-1 i 'expressio de la
p16 (157,160). Els resultats també suggeririen que lesions tipus CIN1 amb expressio
en bloc o motejada moderada o severa de la p16 estarien en risc de progressar a una

lesié d’alt grau i en consequéncia a un CCU.

El grup de Quint van dissenyar un estudi retrospectiu incloent 584 pacients amb
biopsia de LSIL, per a trobar una relacié entre I'edat, el genotip del VPH i marcadors
biologics (p53, pRb, p16 i Ki-67) que poguessin informar sobre la capacitat de
progressio de les lesions. La positivitat per a p16 era dividida en tercos com en el
nostre estudi. Les dades sobre la p16 no van orientar sobre I'evolucié de les lesions L-
SIL estudiades.

Com hem anotat anteriorment, un 60% de les lesions CIN-2-p16 positiva van regressar
a un grau inferior. Es possible que en aquests casos els canvis bioldgics causats per
la interaccié de les proteines E6 i E7 del VPH, uns defectes necessaris i aviat en la
cadena de la carcinogenesi, no siguin suficients per a una transformacié neoplasica

real fins que no apareguessin més alteracions genétiques i moleculars tals com
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inestabilitat cromosdmica i acumulacié de mutacions. En aquest sentit podrien entrar
en joc altres cofactors com podria ser el mateix sistema immune de la pacient hoste,
que podria tenir una influéncia significativa en I'eliminacio de la infeccié i regressié en
els passos oncogénics donats. Potser caldria afegir altres marcadors de vies
oncogéniques més profundes que ajudessin a identificar les lesions amb errors
superficials de les que contenen errors oncogénics definitius com ara la proteina L1 de
la capside del VPH (155,160).

6.4.2. PREVALENCA DE LAKi-67

El ki-67 va ser el segon marcador bioldgic indicatiu de I'activitat proliferativa cel-lular i
secundariament gravetat de la infeccié de I'HPV, que vam considerar. El Ki-67 si que
ha estat provat com a bon indicador de lesio tipus CIN, amb correlacio directa amb el
grau de displasia segons el grau d’expressié immunohistoquimica(163,191-193). Cal
senyalar que aquesta relaci6 no és causal, ja que no esta relacionada amb la
carcinogenesi sino en la proliferacié de la lesid, és a dir, un reflex de 'activitat bioldgica
de les lesions, ja que la infeccié del HPV no és causa directa de 'augment del Ki-
67(163,178).

El fet que el Ki67 fos un indicador de I'activitat bioldgica de les lesions de CIN, ens va
fer hipotetitzar que podria ser un indicador indirecte de la capacitat de I'evolucio de les
lesions de CIN2. Per tant i de igual manera que amb la p16 vam intentar correlacionar
I'expressid immunohistoquimica de Ki67 a les lesions CIN2 amb la seva posterior

evolucio.

Aquest treball, és I'estudi prospectiu amb més seguiment del que tenim coneixement
sobre l'avaluacié de la relacid entre el Ki-67 i I'evolucié de les lesions CIN-2. De
manera consistent amb el paper com a marcador de proliferacié cel-lular de Ki67, totes
les lesions amb CIN2 que no expressaven Ki67, van curar o regressar parcialment en
només un any de control (p=0.010). Aquestes troballes van a favor per a utilitzar el Ki-
67 com a marcador de I'activitat i predictiu de les lesions CIN 2, que permetria tractar
de manera conservadora aquelles pacients amb lesions CIN2 on no s’identifiqués

expressio de Ki-67.
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En canvi, les lesions CIN2 que van presentar expressio de KI67 van mantenir-se com
a tals en un 30,2% o bé van evolucionar a un CIN-3 en un 9.3% dels casos. Tot i aixi,
de les 86 pacients amb CIN2- Ki67 positiu, la majoria (el 60,5%) també van regressar
a CIN-1 o es van curar en els 12 mesos de seguiment (p=0,010). Tot i que la positivitat
per a Ki67 no es va demostrar con a predictora de I'evolucié favorable de les lesions,
cal insistir en aquesta dada, ja que si nhomés es considerés aquest marcador, el 60%
de les pacients amb lesions de CIN2 i expressié de Ki-67 serien tractades amb una
conitzacio segons la practica clinica actual, el que comportaria una significativa taxa de
sobretractament donat que només el 39,5% persistiria o bé evolucionaria a un CIN-3

segons les nostres dades de I'estudi.

Amb l'objectiu de diferenciar les lesions amb Ki-67 positiu que regressaven de les que
evolucionaven, vam estratificar-les segons els tercos d’epiteli cervical que expressaven
el Ki-67, tal i com vam fer amb la p16. Totes aquelles lesions que només
expressaven Ki-67 en el ter¢ basal (intern) de I'epiteli es van comportar clinicament de
manera idéntica a les lesions que tenien una expressié negativa del Ki-67, de manera
que les vam seleccionar en un grup de Ki-67 de baix risc, on el 100% regressaven a
CIN-1 o a curacié (p=0,005). En les pacients que expressaven el Ki-67 en els 2 i en els
3 tercos basals, no es va trobar una distribucié capac de diferenciar les pacients que
regressen de les que evolucionen a un grau superior. Perd cal destacar que el 51,6%
de les pacients amb tot el gruix de I'epiteli positiu per a Ki-67 van mantenir-se en CIN-
2+, tot i que només el 6,1% van evolucionar a un CIN-3 (p=0,005). D’aquesta manera
hauriem identificat un subgrup de lesions CIN 2 de baix risc de persisténcia i/o
progressié que expressarien Ki-67 o I'expressen només al 1/3 basal de I'epiteli, i un
altre d’alt risc que presentarien expressio Ki67 en tot I'espessor de I'epiteli cervical de

forma similar a altres grups.

El primer autor que va investigar la relaci6 entre la Ki-67 i les lesions CIN va ser Kruse
i col. (194). El seu grup va estudiar 44 pacients amb bidpsies de CIN-1 i de CIN-2 que
van ser sotmeses a seguiment clinic durant 18,8 mesos. Amb les dades obtingudes a
partir del seu estudi, el grup va crear un model de risc de progressio del Ki-67, que
incloia el calcul de I'index d’estratificacio i el percentatge de cél-lules positives per a
Ki-67 en l'epiteli cervical biopsiat. A partir d’aqui classificaven les pacients en 2
categories: “alt risc” o “baix risc de progressid. Aquest estudi requeria un sistema
d’analisi d'imatges interactiu per a mesurar parametres morfologics del tall de la
mostra cervical. La conclusio va ser que el percentatge de cél-lules positives per a Ki-
67 en el ter¢ mig de I'epiteli i un index d’estratificacid a partir del percentil 90, eren un

bon predictor de progressio de la lesio a CIN-3. En canvi en el nostre estudi prospectiu
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es va categoritzar el resultat de I'expressio del Ki-67 en 2 métodes: segons fos positiu
0 negatiu, i dividint en 3 tercos I'epiteli cervical per a posteriorment agrupar-los segons
el seu comportament en un grup de baixa positivitat i un altre d’alta positivitat. El nostre
VPN, tal i com passa a I'estudi de Kruse i col., també és del 100%, perd amb un VPP
massa baix com a per a prendre decisions de maneig invasiu, només considerant
aquestes variables. Algo més recentment que els anteriors, Baak i col. (195) també
van estudiar la relacio existent entre la positivitat del Ki-67 en lesions CIN de tipus 1 i
2, i van demostrar que les caracteristiques pronostiques més fortes del Ki-67 eren el
seu index d’estratificacid (amb el llindar a 0,57) i el percentatge de nuclis positius per a
Ki-67 en el ter¢ mig de I'epiteli cervical, indicant una activitat bioldogica augmentada i un
alt risc per a evolucionar a CIN-3. No vam tenir en compte l'index de proliferacié
cel-lular, ni vam comptar el percentatge de nuclis positius per a Ki-67 en el ter¢ mig de
I'epiteli com per a poder comparar-loamb el realitzat per Baak i col. Tot i aixi, varem
observar que les pacients amb lesions CIN-2 amb positivitat en bloc en I'epiteli per a

Ki-67 tenien una tendéncia a la persisténcia o progressio de la lesié (p=0,005).

El grup de Miyamoto i col també arriba a les mateixes conclusions quan afirmen que
les pacients amb biopsies de CIN-2 on s’expressa el Ki-67 en més del 50% del gruix
de I'epiteli tenen un risc elevat de mantenir-se en un CIN-2 i també de progressar a un
CIN-3(191). El seu nivell de tall de I'expressié del Ki-67 és diferent al nostre estudi,
perd es pot extrapolar que de manera similar a les nostres dades, les pacients amb
'anomenat per nosaltres Ki-67 de baix risc (o en el cas de Miyamoto classificat amb
menys del 50% del gruix de I'epiteli cervical) tenen una tendéncia a disminuir la seva

gradacio i poder resoldre la lesio CIN sense necessitat de cirurgia.

Per contra, Baak i col. en un altre estudi limitat de 28 pacients no va trobar cap

associaci6 entre I'expressié de Ki-67 i la regressio de les lesions CIN d’alt grau(196).

Ja s’ha comentat anteriorment les conclusions de I'estudi del grup de Quint, en el que
tampoc es va aconseguir establir una relacio entre l'edat, el genotip del VPH i
marcadors biologics (p53, pRb, p16 i Ki-67) que pogués informar sobre la capacitat de
progressio de lesions CIN 1. La positivitat per a Ki-67 era dividida en tergcos com en el
nostre estudi, perd la intensitat de I'expressié es dividia segons el percentatge de
nuclis positius. Les dades de I'expressié del Ki-67 no van informar de I'evolucié de les

lesions LSIL estudiades.

El principal problema d'utilitzar el Ki-67 és la manca de treballs homogenis a I'hora de

llegir la seva expressio, ja que s’han utilitzat diferents punts de tall en els diferents
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estudis i és dificil de trobar un consens. Per aixd el més important seria trobar un
consens per a definir correctament la positivitat per a Ki-67, per tal d’estandaritzar

diagnostics i per tant també els procediments.

6.4.3. CITOLOGIAPREVIA

La citologia cervical ha estat el métode de cribratge per a patologia cervical per
antonomasia. De fet el diagnostic citoldgic estableix també una probabilitat de lesié de
baix o alt grau segons els casos, i obliga a la confirmacio histologica de la sospita de
patologia. Hi ha nombrosa evidéncia cientifica al respecte, i de fet s’accepta que les
lesions provinents d’'un H-SIL tenen una major probabilitat de correspondre una lesié
tipus CIN-3 que la resta de diagnostics citologics(18). D’altra banda, el diagnostic
citologic no nomes pot orientar sobre el diagnostic histologic si no que també podria
orientar sobre el comportament posterior de les lesions tipus CIN. De la mateixa
manera en estudis de CIN-1 s’ha demostrat que hi ha un major risc de CIN-3 en

aquelles pacients que provenen d’'un H-SIL (160).

En el nostre estudi, el 45% de lesions CIN-2 s’havien diagnosticat després d’'una d’H-
SIL. D’aquestes, més de la meitat, el 55,6%, van mantenir-se en CIN-2+ al finalitzar
'any de seguiment, en canvi només el 28,6% de les lesions diagnosticades a partir

d’una citologia de L-SIL van mantenir el CIN-2+ (p=0,001).

Si valorem el risc de les citologies H-SIL en comparacié amb la resta de citologies
juntes com a no H-SIL, veiem que encara es posa més de manifest tan 'augment de
risc de les lesions CIN-2 provinents d’H-SIL de mantenir-se en CIN-2 o progressar a
CIN-3 ( 55,6%) , comparada amb la probabilitat de regressar per part de les lesions no
H-SIL ( 82,4%) (p<0,001).

Hi ha pocs estudis anteriors al nostre que analitzin I'evolucié de lesions intraepitelials
partint d’'un H-SIL previ. La majoria d’estudis inclouen pacients amb citologies de base
de L-SIL. Com el cas de Discacciati i col. en el seu estudi sobre la regressié de les
lesions CIN-2, on observen una taxa de regressidé del 74%(182). Aquest grup va
entendre que una de les raons per la qual tenia taxes de regressio superiors a altres

estudis, era que les H-SIL comportaven un menor risc de regressié i major risc de
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progressid que les L-SIL. Es el cas del grup de Guedes i col. que el 2010 van obtenir

una regressio del 44% de les lesions CIN-2 provinents de tot tipus de citologies(117).

Un dels estudis que va incloure lesions H-SIL va ser el del grup de Castle que a partir
de dades de l'estudi ALTS (sobre el comportament de les lesions ASC-US i
LSIL)(118), van observar que en casos en els que s’havia repetit la citologia per a la
inclusié a I'estudi havia aparegut un HSIL, tenien una major probabilitat d’evolucionar a
un CIN-3 que no pas les altres pacients incloses a I'estudi perd amb citologia ASC-US
o LSIL. De manera que van hipotetitzar que quan es provenia d’'una lesié HSIL, el risc
de tenir un CIN-3 era més elevat. Aquest estudi, també amb citologies H-SIL, va

obtenir una regressié del CIN-2 del 44%, similar a Guedes i col.

Recentment, estudis com el de Lee i col. han observat una major regressio, de fins a

74, 7% i de les lesions quan la citologia de base era un L-SIL (125).

6.44. INFECCIO PER VPH

La prevalencga d’infeccié per VPH en L-SIL i en H-SIL és molt elevada, superior a un
80%. L’estudi ALTS(167) va fer que la identificacié de la preséncia de HR-HPV es
descartés com a métode per a triar les lesions ASC-US i L-SIL amb potencial de
progressar a una lesié d’alt grau. Posteriorment, amb l'aparici6 de métodes com el
Test COBAS 4800 o el Cervista HPV 16/18, que permeten identificar el genotip del
virus present en la lesio, van obrir noves estratégies a I'hora de definir i entendre el

comportament de les lesions CIN.

Del total de 96 pacients que finalment van entrar en el nostre estudi, 82 eren positives
per a HR-VPH i 14 eren negatives. Vam considerar q tot i la diferéncia de mostra amb

altres estudis era suficient per a descriure la nostra poblacio.

Existeix una important heterogeneitat sobre la distribucié de genotips de VPH a nivell
mundial, perd el que es manté com a genotip més frequent a tot arreu sempre és el
VPH-16, tan en pacients sanes com en pacients amb patologia cervical(197,198) En la

resta de genotips, la distribucié varia molt segons 'area geografica(199,200).

Segons quin genotip provoca la infeccio, la pacient tindra menor o major risc d’infeccio

persistent, i per tant d’'una possible lesio de tipus CIN. Per aixd creiem que conéixer el
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genotip causant de les lesions aportaria coneixement sobre el maneig individualitzat de

les pacients.

Vam trobar que 39 pacients de 96 eren VPH-16 positives, 6 pacients eren VPH-18
positives, i 40 pacients tenien infeccié per un HR-VPH diferents al 16 i al 18. 14
pacients van ser negatives en el test de detecci6 COBAS 4800®. Aquest test ha
representat un gran aveng ja que és molt important conéixer la prevalenca dels
genotips 16 i 18 perqué sabem que el 70% dels CCU estan causats per la seva
infeccié (201).

Segons l'estudi CLEAR (Clinical Evaluation of APTIMA mRNA, sobre la preséncia de
VPH en citologies de tipus ASC-US) les lesions CIN-2 trobades a partir d’'un ASC-US
que tenien VPH-16/18 eren el 39,5%. Segons I'estudi ATHENA (Adressing The Need
for Advanced HPV Diagnosis, estudi per a la validaciéo del métode COBAS 4800® i
analitzar el risc de lesions pre-invasives i carcinoma en pacients ASC-US segons el
HR-HPV) s’informava d’'una preséncia de VPH-16/18 del 44% de les lesions ASC-US
amb VPH positiu biopsiades com a CIN-2. També es diferenciaven minimament per al
percentatge de HR-HPV en el CIN-3, amb 65,5% i 61% respectivament. Tot i ser unes
dades forca similars, les diferéncies trobades amb el nostre estudi serien
probablement degudes a que ells partien només sobre citologies de menor grau com el
ASC-US, i nosaltres hem partit de citologies de tot tipus que han resultat ser un CIN-2,

i aix0 afectaria a I'hora de VPH més agressiu com el VPH-16 i el VPH-18.

Segons les dades del nostre estudi, les pacients portadores d’infeccio per VPH tindrien
un risc major de mantenir-se en un CIN-2 i estar en risc de desenvolupar una lesio
CIN-3. Al contrari, aquelles pacients negatives per al VPH, tindrien una alta
probabilitat de regressar total o parcialment. Aixd ens pot fer plantejar si realment
aquestes lesions CIN-2 amb un VPH negatiu s’han de considerar realment tal lesié
CIN-2, o bé podem classificar-les com a lesions de baix risc amb una alta tendéncia a

la regressio.

D’acord amb els estudis publicats, el virus més prevalent a les lesions de CIN2
estudiades va ser el VPH-16. Aquest és el genotip s’ha demostrat com el de major risc
de persisténcia de la infeccid, i amb major capacitat oncogénica en tots els estudis
realitzats al respecte. De fet el RR per a persisténcia o progressio de les lesions CIN2
amb VPH-16 de la nostra serie va ser de 2,36 (IC 95%; 1,350 - 4,129).
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Malgrat I'afirmacio anterior, la preséncia de VPH-16 no va predir una evoluci6 de la
malaltia, ja que el 46% de les pacients amb lesions CIN2 positives per a VPH-16 van

regressar .

Un total de 6 pacients del nostre estudi eren portadores de VPH-18. Tot i la baixa
quantitat de pacients positives per a VPH-18, el 66,7% van mantenir-se en CIN-2 o
evolucionar a CIN-3 i el 33,3% van regressar total o parcialment. Aquestes diferéncies
no van assolir la significanca estadistica (p 0,309) probablement pel tamany mostral
insuficient. El 2013 Gage i col. van publicar que les lesions L-SIL causades per VPH-
18 tenien un risc augmentat en comparacio a les pacients amb deteccié de HR-HPV

negativa

El 70% de les lesions CIN 2 causades per un VPH-no16n0o18 havien regressat de
manera parcial o total al finalitzar el seguiment. Tot i no assolir la significacio
estadistica, aquests genotips podrien indicar una tendéncia a una menor progressio

de la malaltia.

Tal i com s’ha demostrat en els estudis publicats, veiem com el maxim responsable de
'augment de risc de progressio es el VPH-16. L'estudi de Castle i col. de 'any 2005
mostra un augment del risc del 32,5% de les pacients amb L-SIL de desenvolupar un
CIN-3 a 'estudi de 2 anys de seguiment(89). | Khan i col. va més enlla i remarca que
aquest risc esta augmentat de fins a 10 anys de seguiment (202). Hi ha més estudis,
com ara el de Gage i col. que van mostrar un risc major al 50% de CIN-2+ als 2 anys
d’una infeccié persistent per VPH-16 en la poblacié de LSIL(203). Cal tenir en compte
que aquests estudis citats parteixen de citologies de baix grau, i que a més es
diferencien per les edats incloses en els seus estudis, factor que faria variar
substancialment el nivell de risc acumulat, tot i que la idea general del risc augmentat
per culpa de la infeccié de VPH-16 es manté en tots. Un estudi recent de Solé i col.
justifica aquesta diferéncia de risc entre les infeccions i diferent genotip per a proposar
un maneig diferent per als L-SIL(167). En cas que fossin negatius per a VPH, podrien
beneficiar-se d’'un maneig conservador amb controls a llarg plag, si fossin positius per
a VPH-16 o VPH-18 que necessitarien un maneig més estret, i en cas de VPH-

no16n018 un maneig més conservador.

En els estudis sobre I'evolucié de les lesions CIN-2 comentats en apartats anteriors,
alguns també relacionaven I'estat de la infeccié del VPH i I'evolucié de la lesio. Tots
ells estan en d’acord que un dels factors de risc més important per a la persisténcia de
la lesio és la preséncia d’infeccid per VPH, i alguns en particular citen el VPH-16.

Moscicki i col. (119) va trobar que la preséncia de VPH de qualsevol tipus i encara més
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el VPH-16/18 estava associat a la no regressio de la lesid, i que sobretot la preséncia
de VPH-16/18 en I'Ultima visita (no pas en la visita del diagndstic) estava associat a la
progressié a CIN-3. De manera similar, Castle i col (118) van trobar que les lesions
amb infeccié per VPH-16 tenien menys probabilitat de regressar, probablement per la
seva major tendéncia a persistir i al seu major poder oncogénic, i de manera més

significativa que a altres infeccions per HR-HPV.

En I'estudi de Chan i col. (114) en un treball prospectiu sobre I'evolucido CIN-2 i CIN-3
van valorar I'estat de la infeccié del VPH, i van concloure que regressaven més les
lesions amb test de VPH negatiu, i que les que eren positives i després negativitzaven

el VPH també tenien més taxes de curacié que les que no I'eliminaven.

En un altre estudi prospectiu, Ho i col (122) estudiant factors de risc per a la
persisténcia de lesions CIN-1 i CIN-2 afirmaven que la preséncia de multiples genotips
de VPH augmentaven el risc de persisténcia, i que sobretot el subgrup de VPH-16/18
tenien el risc més elevat, perd no aconseguien predir I'evolucié de les lesions. | cal
destacar I'estudi de Wang i col (148) on afirmaven que una carrega augmentada de

VPH era predictor de progressié de les lesions CIN-2.

Els nostres resultats, tot i ser a partir de lesions de CIN2 , mostren comportaments
similars a les lesions de baix grau. Una de les propostes per al seu maneig seria que
les pacients amb VPH negatiu fossin seguides donat el seu nul risc de progressio,
mentre que es pacients amb VPH positiu, no16/no18 podrien tenir un seguiment cada
sis mesos, amb un periode maxim de 1-2anys , i finalment les lesions amb VPH 16 i/o

18 serien tributaries de tractament escisional donat I'elevat risc de progressié a CIN-3.

6.5. LIMITACIONS DE L’ESTUDI

El nostre estudi té diferents limitacions. Una de les principals és el nombre de pacients
incloses en la mostra, que tot i ser similar a alguns estudis amb els que ens hem
comparat i donar taxes de regressio i evolucié de les lesions similars a la literatura,

podria no ser suficient per a calcular les probabilitats i riscos. També fora bo seguir
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aquestes pacients que la seva lesié no s’ha modificat i no tenen factors de risc per a
una progressié en I'ambit d’assajos clinics per tal de veure realment la seva historia
natural, donat que les recomanacions de les guies de practica clinica limiten el

seguiment d’aquetes lesions a un maxim de 2 anys.

Tot i que es va intentar homogeneitzar criteris i terminologia i es va mapejar les lesions
colposcopiques, no podem assegurar que les lesions seguides durant tot el periode de
lestudi siguin les mateixes, és a dir que no s’hagin resolt abans i n’hagin pogut
aparéixer de diferents. La solucié seguint les pacients cada poques setmanes no seria
factible i tot i aixi no estariem segurs de si es tractaria de la lesié antiga o d’'una de

nova.

Tot i que les citologies i colposcopies amb bidpsies dirigides no varen ser realitzades
pel mateix especialista, podria existir un biaix ja que son proves diagnostiques
dependents del seu realitzador, totes van ser fetes per especialistes amb més de 10
anys d’experiéncia. Tot i que estudis comentats anteriorment com el ATHENA, on tota
pacient rebia una bidpsia tot i tenir colposcopia normal, o el CLEAR, on sempre es
realitzaven 5 biopsies en totes les pacients, nosaltres vam seguir la practica clinica
habitual i no realitzavem bidpsia en cas de tenir una colposcopia normal i se les citava

per a control en 4 mesos.

6.6. LINIES DE FUTUR

L’objectiu de la tesi era veure si les proteines p16 i Ki-67 servien de marcadors
bioldgics de manera aillada per a identificar lesions CIN-2 que podien regressar o bé
evolucionar. LA seva determinacié es podria realitzar de manera protocol-laria en tots
els diagnostics de CIN-2 per tal de poder establir un diagndstic més acurat i sobretot
establir una previsié de 'evolucié biologica de la lesid, tot formant part de l'algoritme

terapéutic de les lesions CIN-2.

Malgrat no haver realitzat una analisi multivariant, probablement lesions CIN-2 que
provenen d’una citologia H-SIL, d’una infeccié amb VPH-16, i p16/Ki-67 positives en tot
I'espessor de I'epiteli cervical, tindrien molt poca probabilitat de regressar o curar, i que

per tant serien tributaries de rebre tractament excisional en el moment diagnostic.
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7. CONCLUSIONS

En finalitzar I'any de seguiment de les pacients amb CIN 2 s’han registrat unes
taxes de regressié completa del 28.1%, regressié parcial a CIN 1 del 36.5%,
persistencia del CIN 2 del % i progressié a CIN 3 del 8%., fet que fa el maneig

conservador una opcié segura en la practica clinica.

Les lesions CIN-2 amb p16 negativa han regressat en el 100% dels casos. El 43%
de les lesions CIN-2 amb p16 positiva s’han mantingut com a CIN-2 o be han
evolucionat a CIN-3 després d'un any de seguiment. Per contra, el 57%
d’aquestes lesions han regressat de manera parcial (35,4% ) o bé han curat
(21,5%) .

Les lesions CIN2 en les que no es va demostrar Ki-67 han regressat en el 100%
dels casos. Les lesions CIN2 amb Ki-67 positiu, s’han mantingut com a CIN-2 o
be han evolucionat a CIN-3 en el 39,5%. El 60% ha regressat de manera parcial
capaCIN1 (25,6% ) o bé han curat (34,9%).

Les lesions de CIN2 que colposcopicament corresponien a canvis majors es van
relacionar amb 2.7 vegades més risc de persisténcia i progressié de manera
independent. Les lesions de CIN2 que colposcopicament ocupaven >50% del
cérvix es van relacionar amb 3.9 vegades més risc de persisténcia i progressio de
manera independent. Les lesions CIN2 amb patr6 acetoblanc intens i mosaic
irregular presenten 3.7 i 8.8 vegades més de risc de persisténcia i progressio

respectivament.

Totes les pacients amb VPH negatiu van regressar. En canvi el 41.5% de les
pacients amb VPH positiu, van progressar. Destaquem el VPH-16, que amb en un
53,8% de les pacients es manté o progressa a CIN-3. Les lesions CIN2 amb VPH-

16 presenten 2,3 vegades més de risc de persistir o progressar a CIN3.
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6. El 66,7% de les pacients amb infeccié pr a VPH-18 van resultar CIN-2+ després
dels 12 mesos de seguiment (p=0115). El VPH-no16n018 té una tendéncia a la
regressidé, amb un 70% de pacients positives que regressen als 12 mesos de
seguiment (p=0,231). Probablement per la baixa representacié de la nostra mostra

les dades no arriben a la significacio estadistica.

7. Les lesions CIN 2 que provenen d’una citologia diagnostica amb resultat d’'H-SIL

tenen 3.1 vegades més de risc de persistir o d’evolucionar a CIN-3.

8. L'us del tabac, el meétode anticonceptiu, la paritat, I'edat d’inici de relacions
sexuals, i el nombre mig de parelles sexuals no han estat demostrats ser factors de

risc de CIN-2+, tot i que la literatura ho indiqui.
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ANNEXE 1: APROVACIO DEL COMITE ETIC

CONSORCI MAR PARC DE SALUT DE BARCELONA | NIF:5-0800471E @ PAPER ECOLOGIC

COMITE ETIC

Parc
pi;_} .Sai ut '

Informe del Comité Etico de Investigacién Clinica

Dofia M? Teresa Navarra Alcrudo Secretaria del Comité Etico de Investigacién Clinica Parc
de Salut MAR

CERTIFICA

Que éste Comité ha evaluado el proyecto de investigaciéon clinica n® 2011/4293/1 titulado
“Valor predictivo de las células NK en la progresion y transformacion invasiva de la neoplasia
Intraepitelial Cervical Grado 2” propuesto por el Dr. Ramén Carreras Collado del Servicio
Ginecologia y Obstetricia del Hospital del Mar.

Que adjunta documento de consentimiento informado.

Y que considera que:

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos
del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

La capacidad del investigador y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el
estudio.

El alcance de las compensaciones econémicas que se solicitan esta plenamente justificado.
Y que éste Comité acepta que dicho proyecto de investigaciéon sea realizado en el Hospital

del Mar por el Dr. Ramoén Carreras Collado como investigador principal tal como recoge el
ACTA de la reunion del dia 7 de Junio de 2011.

Lo que firmo en Barcelona, a 8 de Septiembre de 2011

EST&ACIO CLINIC/

Parg /

Firmado2e.o7

Dofia M? Te/resa Navarra Alcrudo

CEIC - Parc de Salut MAR
Dr. Aiguader, 88 | 08003 Barcelona | Telefon 93 316 06 77 | Fax 93 316 06 36
ceic-psmar@imim.es | www.parcdesalutmar.cat

189



190



ANNEXE 2: CONSENTIMENT INFORMAT

Consentimiento Informado para la participacidn en el estudio CIN2 - NK

Valor predictivo de las células NK en la progresion y transformacién invasiva de la Neoplasia Intraepitelial Cervical
grado 2

Apellidos y nombre de la paciente Fecha Nacimiento Caddigo

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio “Valor predictivo de las células Nk en la progresién y
transformacion invasiva de la Neoplasia Intraepitelial Cervical grado 2”.

Declaro haber leido detenidamente y comprendido el contenido de la Hoja de Informacién para las pacientes, asi como el
presente Consentimiento Informado.

Ademas, el doctor/la doctora Sr./Sra. ........oeviuiiiiiiiie me ha explicado en una conversacion privada de
forma clara y detallada las condiciones, la relevancia, el alcance, los riesgos y beneficios del estudio. He tenido la ocasién de
plantearle preguntas y todas ellas han sido contestadas. He dispuesto de tiempo suficiente para tomar una decision.

Entiendo que la participacién en el estudio es voluntaria. En cualquier momento, y sin necesidad de justificacion, puedo retirar
mi conformidad a participar en el estudio. De ello no se derivara ningun tipo de perjuicio que pueda afectar al posterior
tratamiento médico que reciba.

Se me ha hecho entrega de la hoja de informacién para las pacientes, asi como del Consentimiento Informado.

Declaro mi conformidad con que las personas encargadas y autorizadas por el Parc de Salut Mar, asi como los organismos de
control nacionales e internacionales competentes del estudio — todos ellos obligados a guardar secreto profesional — tengan
acceso a mis datos personales, es decir, al expediente médico donde figuran dichos datos, siempre y cuando esto sea preciso
para verificar que se lleva un registro completo y correcto de los datos relevantes para la evaluacion cientifica, asi como que el
estudio se esta ejecutando correctamente.

Nombre de la paciente Firma de la paciente Fecha (escrita a mano)

Declaro que he informado a la paciente arriba firmante sobre las condiciones, la relevancia, el alcance, los riesgos y beneficios
del estudio. Le he hecho entrega de la Hoja de informacién para las pacientes, asi como de un duplicado firmado del presente
Consentimiento Informado.

Firma del médico responsable Fecha (escrita a mano)

Un original de este documento se conservara junto con la documentacion del

médico responsable relacionada con el estudio. Medico reSponsabIE:

La paciente recibe un duplicado firmado

Consentimiento Informado para la participacion en el estudio CIN2 - NK Direccién:
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Valor predictivo de las células NK en la progresién y transformacidn invasiva de la

Neoplasia Intraepitelial cervical grado 2

Estimada paciente:

En el andlisis de citologia realizada durante su profilaxis de cancer, se ha detectado una
irregularidad. Este resultado necesita ser aclarado con una prueba, que consiste en la
realizacién de una “colposcopia del cuello uterino”. Esta colposcopia se basa en la visién a
gran aumento de dicho cuello uterino, usando tinciones especiales que ayudan a localizar
las posibles lesiones que han causado la alteracion citoldgica, y a obtener una biopsia de

cada una de ellas.

Estas lesiones cervicales estan causadas por un virus bien conocido, el virus del Papiloma
Humano, un virus muy frecuente entre las personas capaces de causar las verrugas
genitales y otras lesiones desapercibidas a simple vista, con capacidad de ir degenerando

con el tiempo hasta convertirse en pequefios tumores de cuello uterino.

Actualmente, las lesiones de bajo grado (CIN-1) son tratadas de manera conservadora con
controles cada 6 meses, por tener una alta probabilidad de desaparecer al poco tiempo
(hasta 90%). Las lesiones de medio-alto grado (CIN-2 y 3) tienen una capacidad de
regresion menor (alrededor del 30-40% en el caso de los CIN-2). Sin embargo, hoy en dia
no somos capaces de identificar aquellas pacientes que curaran por si solas. De hecho,
todas las lesiones de medio-alto grado son tratadas mediante la realizacién de una
intervencion en la que se extrae un pequefio fragmento de cuello uterino, conocida como
conizacion. Esta intervencion se realiza con una asa conectada a un generador de
electricidad de alta frecuencia. Aunque es sencilla no esta exenta de riesgos como
sangrado, estenosis cervical, extirpacion incompleta de la lesién, infeccién, alteraciones

psicoafectivas, problemas obstétricos a largo plazo).

Nuestra equipo realiza actualmente un estudio clinico, cuyo objetivo es identificar aquellas
cuyas lesiones de CIN-2 son susceptibles de regresar espontaniamente, es decir que son
capaces de resolverse por si solas. Nosotros le proponemos realizar un seguimiento
exhaustivo de dicha lesion, durante un periodo maximo de 2 afios, a fin y efecto de dar una
oportunidad a su sistema inmune de resolver dicha lesién, y asi evitar una posible
conizaciéon innecesaria. En cualquier caso, si en algin momento se identificara una
progresion a una lesion de alto grado (CIN-3) se procederia a una conizacion terapéutica
segun protocolo habitual. Cabe sefialar, que la progresion de un CIN-2 a un CIN-3 es

como maximo del 22% y a un carcinoma microinvasor de 5% en mas de 12 meses.

Ejecucion del estudio
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Para la aclaracion de su resultado se le solicitara presentar-se en esta misma consulta
especial de colposcopia, donde se le informara del resultado y de las posibles conductas a
seguir. Se le tomara una muestra de sangre, y se le hara una entrevista sobre sus

antecedentes médicos y quirurgicos.

En caso de participar en nuestro estudio, se la citara en 3 meses para el 1er control
colposcépico, y se enviaran las muestras de sangre y de tejido cervical a analizar en busca
de células NK, unas células que luchan contra las infecciones virales y las células

cancerosas.

En ese 3er control se realizaran colposcopia y extraccion sanguinea, de manera que
podamos evaluar la evolucion de la lesion cervical. Y asi cada 4 meses y hasta un total de
24 meses, donde se realizara una evaluaciéon final de la lesion cervical. En caso de
persistir o no regresar del todo, se realizara un tratamiento definitivo excisional. En caso de

regresion completa, se le dara el alta para control en su ambulatorio.

Todas las muestras enviadas al laboratorio seran usadas Unicamente para este estudio, y
seran guardadas de acuerdo a las exigencias de las normativas por la cual se regulan los

ensayos clinicos y demas legislaciones legalmente aplicables.

Ventajas y riesgos de la participacion en el estudio

Basandose en los resultados de este estudio clinico existe la posibilidad de desarrollar
nuevos y mejores métodos de tratamiento conservador de las lesiones cervicales CIN-2.
Usted como participante podria tener la ventaja de ahorrarse una intervencion quirurgica,
que como hemos dicho anteriormente es sencilla y rapida, pero no deja de tener unas
complicaciones agudas (sangrado, infeccién, estenosis de canal, perforacion uterina y
vesical) y a largo plazo (complicaciones obstétricas como parto pretérmino, ruptura

prematura de membranas, complicaciones neonatales), que podrian evitarse.

Pero también debe ser consciente que cabe la posibilidad, aunque muy pequefia, que su
lesion evolucione a un grado superior, de manera que deba ser conizada sin poder

terminar el estudio.

Sus derechos como paciente

Su participaciéon en este estudio se realiza sobre una base voluntaria. En cada momento
usted tiene el derecho de revocar su decision de participacion en el estudio. No surgira
ninguna consecuencia negativa para usted en el caso que opte por no participar o bien en

caso de revocar su decision de participar en el estudio.
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Usted no recibira ninguna remuneracion por la participacion en este estudio. Pero tampoco
surgiran costos para usted, relacionados conlas medidas realizadas en el marco del

estudio.

Sirvase dirigirse a su médico responsable en caso de tener dudas durante la realizacion

del estudio.

Confidencialidad de los datos

La totalidad de los datos de caracter personal que se obtengan durante su participacion en
el presente estudio, se mantendra confidencial en la medida que la Ley Organica 15/1999,
del 13 de diciembre, de proteccion de datos de Caracter personal y el real Decreto
223/2004, del 6 de febrero por el cual se regulan los Ensayos Clinicos y demas legislacion

y normativa legalmente aplicables, asi exijan.
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ANNEXE 3: FULL DE RECOLLIDA DE DADES

de Salut

S |WMFULLRECOLLIDAMADES: ALIN2-NKA
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Parc
de Salut

Hospital

del Mar
Barcelona

i ULLRECOLLIDAMADES: MLIN2-NKEI

GEQ@

VAGINAR

atrofia@@rosioE@ueratosill

CERVIX:@olipB@Naboth®Rritroplasia®feucoplaquia®@@ondiloma®fesionsfiolacies@@eucorrea

COLPOSCOPIAR

[] Colposcopia satisfactoria
[ Unién escamocolumnar
O Exocervical O Endocervical
Observaciones normales
[ Epitelio escamoso originario
O Trdfico [0 Distrafico
[ Epitelio columnar
[ Zona de transformacion normal
Observaciones andmalas
[ Epitelic fino blanco en reaccidn al dcido acético
[0 Maosaico regular
[ Punteado regular
[ Positividad parcial al yodo
[ Area negativa al yodo
[ Epitelio grueseo blanco en reaccion al dcido acético
[ Mosaico irregular
[0 Punteado irregular
[ Vasos atipicos
[ Sospecha de necplasia invasiva
[ Palipo
[0 Endometricsis
] Herpes
[ Queratosis
[ Fina
O Gruesa
[ Inflamacion
[0 Condilomatosis
[] Tejido de granulacion
[ Resultados terapéuticos
[ Erosion
] Ulcera
[ Atrofia

[] Colposcopia insatisfactoria

[ Unién escamocolumnar no completamente visible
O Cuello utarino no visible

[ Inflamacién grave

[ Atrofia grave

Biopsia
[0 Exocérvix
[0 Endocérnvix
[0 Vagina
Fotograma O Mo

O Cuello uterino
[ Wagina

Punteado fino

Vasos atipicos

M: i

Mérganes con lesiones
de grado 2

Impressi6@iagnostical

Biopsiall
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ANNEXE 4: CHECK-LIST DEL FICOLL

Parc

MA

de Salut

MAR~|  MMunoLOGIA

CHECKLIST PROTOCOLO “Valor predictivo de las células NK en la progresién y transformacion

Cédigo
Fecha

invasiva de la Neoplasia Intraepitelial Cervical grado 2”

paciente: CIN2-NK ..........ccccoooviiiiieiiiieee.

(0] 07=1 - To [0 ] SRR
Lugar de trabajo .........coocveiiiiiiiiii

Check-list previo procedimiento:

[ Wy Wy

Check-li
Q

Q

a

o0 00 OO O ocooo

oDco0ooQ

Comprobar disponibilidad de lugar de trabajo

Comprobar disponibilidad de centrifuga basculante

Comprobar disponibilidad de FiColl y PBS no estéril

Comprobar disponibilidad de material (rotulador permanent-marker, 2 Falcon 50mL, 1 tubo cénico
Sarstedt tapon amarillo, gradillas, pipetor, pipeta 10mL, puntas, pipeta Pasteur, camara de
Neubauer, microscopio, azul tripano, 5 criotubos, “quesito” isopropranol, recipiente de desechos
organicos).

st real time:
1. Atemperar FiColl y verter 16mL de FiColl en 1 tubo Falcon 50ml (pipetor automatico con pipeta de
10mL).
2. Rotular y colocar en gradillas adecuadas:
o 2 Falcon 50 mL (1 para diluir sangre periférica con PBS, 1 para Ficoll)
o 2 tubos cénicos 15mL tapén amarillo (Sarstedt; o similar)
3. Verter sangre total (4 tubos heparinizados 6 EDTA y rotulados con cédigo de la paciente) en
Falcon 50mL.
4. Separar 1ml de sangre total en criotubo para analisis genético
5. Lavar los tubos EDTA con 2mL de PBS y verter la sangre en Falcon 50mL.
6. Repetir el paso 4 (total: 32 mL de sangre diluida 1:1 con PBS)
7. Verter “gota a gota” la sangre diluida en 1 Falcon de 50mL (pipetor automatico con pipeta de
10mL).
8. Centrifugar el Falcon de 50 mL en centrifuga basculante a 2100rpm a T2 24-25°C durante 30
minutos.
o DESACELERACION MINIMA / aceleracién suave
9. Descartar volumen plasmatico.
10. Recoger anillo de PBMCs con pipeta Pasteur e introducirlo en 2 tubos cénicos Sarstedt con tapén
amarillo.
11. Anadir PBS hasta el limite del recipiente.
12. Centrifugar a 1800 rpm durante 8 minutos
o aceleracion y desaceleracion maximas
13. Decantar manualmente sobrenadante.
14. Resuspender el pellet con 1mL de PBS, y unificar el contenido de 2 tubos cénicos Stastedt con
tapon amarillo en 1 solo.
15. Anadir PBS hasta el limite del recipiente.
16. Centrifugar a 1000rpm durante 8 minutos.
17. Decantar el sobrenadante manualmente.
18. Repetir los pasos 14 a 17 tantas veces como sea necesario hasta obtener sobrenadante
transparente, a especificar los lavados totales:
o 1lavado
o 2lavados
o 3lavados
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o 4lavadosomas...................
19. Resuspender el pellet definitivo en 2mL de PBS + 2% FBS.

20. Acudir a la Sala de Cultivos P2 y diluir la muestra en azul tripano

para realizar contaje.

21. Realizar contaje en microscopio (2 campos en diagonal) y anotarlo:

-CaMPO 1: i
SCaMPO 4 i

21. Centrifugar la muestra (2mL en tubo coénico Sarstedt tapon amarillo)

a 1250rpm durante 5 minutos.
21. Durante la centrifugacion realizar el recuento de células:

[ ]

céls campo 1 + céls campo3

a

O0o000D

O

Eventualidades a comentar: ........

— céls )
2 fmmpﬂ- dil.azul- [ 040 =[Ré]s /m L FERTTT 2 fn L [ i éls Botales

22. Durante la centrifugacion rotular los criotubos:
Lateral: CIN2-NK / Codigo pct / n° tubo / fecha
Tapon: Codigo pct / n° tubo

o Tubo1:CIN2_NK............. 5-10° céls — Ester (.......
o Tubo 2: CIN 2_NK -10° céls — Ester (e
o Tubo3:CIN2_NK ......ocooett ceniinn -10° céls — Ester (oneee
o Tubo4:CIN2_NK......ccoooe ciiiiinne -10° céls — Ester (e
o Tubob5:CIN2_NK ............. (Genética)

23. Resuspender pellet con 1mL suero FBS.

24. Introducir gota a gota 1mL suero con DMSO al 20% almacenado a 4°C.

25. Repartir muestra en los distintos microtubos segun rotulacion.
26. Colocar criotubos en “quesito” isopropranol. céls/campo

[ ]

27. Colocar “quesito” en congelador “A” a -80°C (3?2 planta PRBB, laboratorio UPF) durante un

minimo de 12 horas (-1°C/min).
28. Entrega de la check-list al supervisor.
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ANNEXE 5: CHECK-LIST DE LA CITOMETRIA DE FLUX

Parc  ) Ide
B2 o g
MA

e —~ IMMUNOLOGIA

CHECKLIST PROTOCOLO “Valor predictivo de las células NK en la progresion y transformacioén
invasiva de la Neoplasia Intraepitelial Cervical grado 2”

DESCONGELACION-CITOMETRIA DE FLUJO

Cadigo paclente CINZ2-NK..
Fecha .. .. e
Operador
Lugar de trabajo
Check-list previo procedlmlento

# Comprobar disponibilidad de lugar de trabajo, microcentrifuga 5415 R Eppendorf y

FACS (Inmunologia)
# Comprobar disponibilidad de medio completo decomplementado, bafio a 37°C,
# Comprobar disponibilidad de material (rotulador permanent-marker, ...................

............................................................................................................................... ).

Check-list real time descongelacion rapida:
# 1. Preparar tubo con 12mL de medio completo.
# 2. Introducir el vial congelado en bafio a 37°C (manualmente) hasta que quede un
cubito.
3. Afadir al vial —gota a gota- medio completo hasta que llegue al maximo de
capacidad.
4. Anadir el contenido del vial al tubo.
5. Centrifugar a 1200rpm durante 6 minutos (aceleracién y desaceleracién maximas).
6. Eliminar el sobrenadante.
7. Resuspender el volumen con 1mL de Medio Completo.
8. Repetir el contaje celular:
o Céls totales en vial (previamente): ...........ccoocoiiiiiiiii e
o Céls totales en vial (actualmente):........cccceveeeeiiiiiiiiie e
o Indice de viabilidad: ...........cccoovoveveeereeeieeeeeee e,

NANNANN N

Check-list real time citometria de flujo:

# 1. Repartir la muestra en .... tubos Eppendorf (el volumen necesario para sumar un
total de 300.000 células/Eppendorf):

o 300.000 células x (1000 pL/................ células totales) = ................ uL
2. Resuspender en 1mL PBS la muestra de cada Eppendorf.
3. Centrifugar a 3000rpm x 5 minutos (microcentrifuga).
4. Descartar tantos yL de sobrenadante -mediante pipeta p1000- como sean
necesarios para llegar a un volumen de 50 pyL (homogeneizacién de concentracion:
300.000 células en 50 pL).
5. Introducir 50 pL/tubo de solucién de bloqueo IgG humana (previamente preparada).
6. Incubacion 25 minutos a 4°C.
7. Centrifugar a 3000rpm x 5 minutos (microcentrifuga).
8. Introducir 100 pL Ac’s Indirectos primarios:

o Anti-myc / NKG2A / NKG2C / NKG2D / ILT2 / KIR

RSN

RSN NN
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# 9. Incubacién 30 minutos a 4°C.

# 10. Centrifugar a 3000rpm x 5 minutos (microcentrifuga).
# 11. Descartar 150uL de sobrenadante mediante pipeta p200.
# 12. Resuspender con 1mL PBS.
# 13. Centrifugar a 3000rpm x 5 minutos (microcentrifuga).
# 14. Descartar 1000uL sobrenadante mediante pipeta p1000.
# 15. Introducir 100uL Ac Secundario (Ficoeritrina-PE).
# 16. Incubacion 25 minutos a 4°C. FOTOPROTEGER LAS MUESTRAS.
# 17. Preparar Ac’s directos:
o 5yuL CD3 PerCP x ....tubos = ...... pL + 10% extra (....uL) = .... yL CD3
o 10 yL CD56 FITC x .... tubos = ...... pL + 10% extra (....uL) = .... yL CD56
o ...MLCD8 APC x ....tubos = ...... pL + 10% extra (....uL) = .... yL CD8
# 18. Resuspender en 1000uL PBS.
# 19. Centrifugar a 3000rpm x 5 minutos (microcentrifuga).
# 20. Descartar 1100uL sobrenadante.
# 21. Repetir los pasos 18-20: 2 veces mas.
o 2°lavado
o 3rlavado
# 22. Introducir Ac directos (primarios): 5uL CD3 + 10uL CD56 + ... yL CD8 = ... pL/tubo
o Anadir a TODOS los Eppendorf, EXCEPTO a los controles sin anticuerpo!
#  23. Incubacion 20 minutos a 4°C. FOTOPROTEGER LAS MUESTRAS.
# 24. Resuspender en 1000uL PBS.
# 25. Centrifugar a 3000rpm x 5 minutos (microcentrifuga).
& 26. Descartar 950uL sobrenadante con pipeta.
& 27. Repetir los pasos 23-25: 1 vez mas.
# 28. Resuspender en 300uL PBS.
# 29. Acudir al citometro a analizar las muestras.
Eventualidades @ COMENTAr: ...t s crtereee e e e e e e s s reeaaes cees
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